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RESUMEN

La innovacion en la industria alimentaria ha conducido a la busqueda de nuevas fuentes de
antioxidantes naturales, capaces de mejorar la calidad y extender la estabilidad de los alimentos.
En esta investigacion se evalud el potencial antioxidante de la lecitina de soya utilizada en la
formulacion del LECISAN®, para ampliar el conocimiento sobre sus beneficios y aplicaciones en
la industria alimentaria. Se realizd un estudio analitico in vitro mediante la realizacion de los
ensayos: capacidad antioxidante total (CAT), poder reductor férrico (FRAP), capacidad
antioxidante-reductora de permanganato (PRAC), el ensayo de reduccion del azul de metileno
(MBA), captacion del radical hidroxilo (*OHSA) y el ensayo de inhibicion del radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo). Los resultados evidenciaron propiedades antioxidantes en el subproducto
de lecitina de soya que valorizan al suplemento nutricional LECISAN®, y sustentan la viabilidad
de utilizar dicho subproducto como una fuente natural de antioxidantes.
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ABSTRACT

Innovation in the food industry has led to the discovery of new sources of natural antioxidants,
capable of improving the quality and extending the shelf life of foods. This research evaluated the
antioxidant potential of soy lecithin used in the formulation of LECISAN® to enhance knowledge
about its benefits and applications in the food industry. An in vitro analytical study was conducted
through different assays: total antioxidant capacity (TAC), ferric reducing power (FRAP),
permanganate reducing antioxidant capacity (PRAC), methylene blue reduction assay (MBA),
hydroxyl radical scavenging (*OHSA), and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical
inhibition assay. The results demonstrated antioxidant properties in the soy lecithin by-product
that add significant value to the nutritional supplement LECISAN®, supporting the feasibility of
using this by-product as a natural source of antioxidants.

Keywords: LECISAN®; antioxidant activity; nutritional supplement; soy lecithin.
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INTRODUCCION

El incremento de la viscosidad dindmica absoluta de
la sangre total (UST),(l’g) provoca efectos negativos en

la hemodinamica humana,®4® incluyendo el
sindrome de hiperviscosidad sanguinea,®? y puede
contribuir a la fisiopatologia de diferentes
enfermedades o0 condiciones clinicas como:
policitemia, macroglobulinemia de Waldenstrom,
mieloma mdltiple, leucemia, artritis reumatoidea,
asma, accidentes vasculares encefalicos,
enfermedades cardiovasculares, anemia drepanocitica
(AD), diabetes mellitus, enfermedades infecciosas,
embarazo, fumadores y vida en grandes
alturas.(8‘9'10‘”’12'13'14'15'16'17'18'19) La Nsr se incrementa
con el aumento del hematocrito (H), la viscosidad
dindmica absoluta del plasma sanguineo (np), y la
agregacion de los glébulos rojos (GR); asi como con
la disminucion de la deformabilidad celular y la
temperatura; decreciendo exponencialmente con el

incremento de la velocidad de
Corte (20,21,22,23,24,25,26,27,28,29,30)

La deformabilidad celular®® en la sangre, esta
determinada por la deformabilidad de los GR: los
glébulos blancos (GB) son rigidos y no deformables,
debido a su ndcleo y al contenido granular de su
citoplasma;®? sin embargo, como el conteo de los
eritrocitos es mucho mayor que el de los GB,®? los
primeros dominan el aporte a la deformabilidad
celular sanguinea.® Para valores de H > 0,50, la
sangre se mantiene fluida gracias a la deformabilidad
caracteristica de los GR, sin ella la sangre podria ser
un gel para valores de H = 0,70. O Es por ello, que

en la AD, donde los GR son rigidos, la 7IsT se
incrementa a bajos valores de H, causando
hipertension arterial .(?

La deformabilidad celular depende del tamafio y la
forma de los eritrocitos, la composicion de la
membrana celular y la estructura de su citoesqueleto,
la velocidad de eritropoyesis, la edad celular, traumas
previos sufridos por la célula, la temperatura (por
ejemplo, en casos de hipotermia) y de la viscosidad de

la disolucién de hemoglobina (Hb) intracelular (7).
931 por ello, es importante evaluar la ub | ya que
su incremento disminuye la deformabilidad de los
GR, aumenta los valores de "IsT y deteriora el estado
clinico de los pacientes o individuos con las
enfermedades o condiciones mencionadas arriba.

La 7, ha sido estudiada, utilizando aproximaciones

tedricas y métodos experimentales, basados en
viscosimetria (capilar, rotacional y de cuerpo
descendente), resonancia paramagnética electrénica
(RPE) y resonancia magnética  nuclear
(RMN).(32'33’34‘35'36‘37‘38'39‘40'41‘42’43‘44‘45) Conocer estos
resultados es imprescindible para la seleccion y uso de
los métodos para emplear durante la evaluacion
clinica de un paciente o individuo, y para el desarrollo
de nuevas aplicaciones meédicas; sin embargo, estos
resultados estan dispersos en la literatura, y su analisis
requiere un conocimiento especializado y experticias
en el tema. Este trabajo de revision reine y analiza,
criticamente, los reportes en la literatura relacionados

con la ", incluyendo elementos tedricos y
experimentales, para evaluar cudles son los métodos
mas adecuados para la determinacion de este
pardmetro fisico durante aplicaciones médicas.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio exploratorio cuantitativo en el
Laboratorio de Quimica Analitica del Centro de
Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED), y en el
Laboratorio  MediCuba-Suiza  de  Tecnologia
Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Naturales y
Exactas de la Universidad de Oriente, Santiago de
Cuba.

Reactivos empleados

El &cido ascorbico, el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH), el permanganato de potasio y acido salicilico
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EE. UU). El acido sulfarico, peroxido de hidrégeno,
cloroformo y metanol son de procedencia Merk
(Alemania), y el fosfato sodico, heptamolibdato de
amonio, ferrocianuro de potasio, acido tricloroacético,
sulfato de hierro (1) de la firma Fluka (Alemania); el
azul de metileno de la firma BDH Chemicals Ltd.
(Inglaterra). El dimetilsulfoxido (DMSO) se adquirid
de JT Baker (Estados Unidos). Todos los reactivos
empleados poseen calidad analitica.

Muestra

La muestra utilizada en este estudio consistié en el
subproducto de lecitina de soya empleado en la
formulacion del LECISAN®. Dicha muestra fue
proporcionada por el Laboratorio Farmacéutico Oriente
(LBF, BioCubaFarma, Santiago de Cuba, Cuba).
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Tratamiento de la muestra

Para realizar el analisis de la capacidad antioxidante del
subproducto de lecitina de soya, se realiza una
extraccion basada en un sistema de solventes quimicos
de diferente polaridad. Con este fin, se utilizd la
metodologia propuesta por Bligh y Dyer,® que permite
una extraccién y separacion de compuestos en sistemas
oleosos, en funcion de la afinidad que tengan con un
solvente polar (metanol) y otro de baja polaridad
(cloroformo). Una vez realizada la extraccion, las
fracciones resultantes son mas adecuadas para el
andlisis por diferentes métodos de evaluacion de
actividad antioxidante como los empleados en esta
investigacion.

Luego de obtenidas las fracciones, se trasvasaron 25
mL de la fraccion cloroférmica a un crisol de
porcelana, y se colocé en un bafio termostatado
(Precisterm S140, SELECTA, Espafia) a 40 °C hasta la
volatilizacion total del solvente (cloroformo).
Posteriormente, se afiadieron 10 mL de DMSO al 1 %
(v/v) al crisol, y se resuspendid el residuo. Se transfirio
a un matraz de 25 mL, y se completo hasta el aforo con
la solucion de DMSO (1 %). La solucion se dejo en
reposo durante 48 h a 25°C con agitacién ocasional.
Este tratamiento se realiz6 para favorecer la solubilidad
de los componentes hidrofébicos de la muestra al
medio acuoso de los ensayos empleados en esta
investigacion. A continuacion, se centrifugaron 25 mL
de ambas fracciones (metandlica y de la cloroférmica
resuspendida en DMSQO) a 3 000 rpm por 10 min
(Kubota 2420, Japan). Finalmente, se tomaron los
sobrenadantes de cada muestra y se trasfirieron a tubos
de ensayo con tapa. Las muestras fueron conservadas a
4 °C hasta la realizacion de los ensayos.

Evaluacion de la actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante in vitro del
subproducto, se utilizaron diferentes métodos, los
cuales son muy empleados en investigaciones
cientificas y en la industria alimentaria, los que son
fundamentales para comprender el impacto de los
antioxidantes en la salud humana y en la prevencion de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. El
andlisis espectrofotométrico en microplaca fue la
técnica instrumental empleada para la cuantificacion de
la actividad antioxidante con las longitudes de onda
adecuadas para cada método.

Capacidad antioxidante total (CAT)

Para la determinacion de la capacidad antioxidante
total (CAT) de las muestras se utilizé el método del
complejo fésfomolibdeno descrito por Elsherif et al.®
con algunas modificaciones en los volimenes de
ensayo para el analisis espectrofotométrico con
microplacas de 96 pocillos (CytoOne®, Reino Unido).
En viales de 1,5 mL, se afiadieron 40 uL de los
extractos (agua destilada en el blanco), se mezclaron
con 400 pL de disoluciéon reactiva (0,6 M de acido
sulfurico, 28 mM de fosfato sédico y 4 mM de
heptamolibdato de amonio) por triplicado, y se
incubaron por 90 min a 95 °C. De esta solucion final,
se tomaron 300 pL para los pocillos de una microplaca.
Se determind la absorbancia a 695 nm contra el blanco
reactivo conteniendo agua destilada en lugar de
muestra. Se utiliz6 una curva de calibracion de &cido
ascérbico como patron (2-10 mM). Los resultados se
expresaron como milimolar equivalentes de &cido
ascorbico (MMEq. AA).

Poder reductor férrico (FRAP)

El poder reductor férrico (FRAP) de las muestras se
evalu6 mediante el método del ferrocianuro de potasio
descrito por Dib y Benbott,9 al cual se le realizaron
modificaciones en los volumenes de ensayo para el
analisis espectrofotométrico con microplacas. El
ensayo se realizo triplicado, en viales de 1,5 mL. Se
afnadieron 200 pL de los extractos (agua destilada en el
blanco), se mezclaron con 200 puL de ferrocianuro de
potasio (1 %). Se taparon y se incubaron a 50 °C
durante 20 min. Posteriormente, se afiadieron 200 pL
de 4&cido tricloroacético (10 %) y la mezcla se
centrifug6 a 2 000 rpm durante 10 min (Kubota 2420,
Japan). Del sobrenadante se tomaron 125 pL a una
placa de 96 pocillos (CytoOne®, Reino Unido), se
mezcldé con 125 pL de agua destilada y 25 uL de
cloruro férrico (0,1 %), para, posteriormente, medir la
absorbancia a 700 nm. Se prepar6 una curva de
calibracion con é&cido ascorbico como patron (2-10
mM). Los resultados se expresaron como milimolar
equivalentes de acido ascorbico (MMEg. AA).

Captacion del radical hidroxilo (*OH SA)

Se determind siguiendo el método descrito por
Mohamed et al.X? Se evaluaron las muestras y el acido
ascorbico como estandar a una concentracion de 10
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mg/mL, y la absorbancia se midié a una longitud de
onda de 510 nm. Para el calculo del porcentaje de
inhibicion del radical, se utilizé la siguiente expresion:

o A muestra — A self — A blanco
inhibicién « OH(%) = |1 —

1
A control ]x 00 (

1)

donde:

A control: absorbancia del control que contiene todos
los reactivos excepto la muestra

A blanco: absorbancia del blanco que no contiene ni la
muestra ni el &cido salicilico utilizado en este ensayo

A self: absorbancia de la solucion que contiene todos
los reactivos excepto peroxido de hidrogeno (H205).
Los resultados se expresaron como el porcentaje medio
del potencial de captura, basado en los ensayos
realizados por triplicado.

Ensayo de reduccion del azul de metileno (MBA)
Para la realizacion de este ensayo, se siguié el método
descrito por Gaber et al.l? Se midieron las
absorbancias de las soluciones de las muestras y del
acido ascérbico como estandar, a una longitud de onda
de 663 nm. El porcentaje (%) de actividad de reductora
se calculé de acuerdo con la siguiente expresion
matematica:

inhibiciéon (%) =

A control — A muestra
[ ] x100
A control

)
donde:

A control: solucion de azul de metileno (0,002 M) y
agua destilada en lugar de la muestra.
Capacidad antioxidante-reductora del
permanganato (PRAC)

Se determin6 mediante el método descrito por
Mohamed et al.,“?y la reduccion de la absorbancia se
midi6 a 530 nm para las muestras y para el acido
ascorbico como estandar de referencia. Se utilizo la
siguiente expresion para el calculo de la capacidad
reductora de las muestras:

A control — A muestra

PRAC (%) = 100

(%) A control x (3)
donde:
A control: absorbancia de la solucion control

conteniendo metanol en lugar de la muestra prueba
A: absorbancia de la muestra.

Captacion del radical DPPHe (2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo)

La actividad secuestradora de radical DPPHe, fue
evaluada por el método descrito por Mohamed et al. 4
Se utilizd6 con estandar el é&cido ascorbico, y la
medicion de la absorbancia fue realizada a 517 nm.
Para calcular el porcentaje (%) de inhibicion de
radicales DPPHe, se utilizd la siguiente expresion
matematica:

A control — A muestra
Inhibiciéon DPPH o (%) = [

100
A control ]x

(4)
El valor de I1Cso, basado en el 50 % de inhibicion del
radical DPPHe, fue calculado a partir de los valores del
porcentaje de inhibicién, en funcién de cada
concentracion evaluada en las muestras. A menor valor
del ICso para una muestra mayor, sera su actividad
antioxidante.

Andlisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado, y los
datos fueron analizados mediante el software GraphPad
Prism 9.0. Para evaluar la existencia de diferencias
entre los resultados de cada ensayo, se utilizo la prueba
no paramétrica de ANOVA de clasificacion simple por
rangos de  Kruskal-Wallis ~ para  muestras
independientes. Se considerd la diferencia como
significativa cuando fue menor del 5 %. La
representacion grafica y tabulacion de los resultados se
realiz6 empleando el software Microsoft Excel 19.0.
Todos los resultados experimentales se expresan como
la media de tres determinaciones + D.E (desviacion
estandar).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado de la aplicacion del método de
extraccion de Bligh-Dyer, se obtuvieron dos
fracciones: una fraccion metandlica y una fraccion
cloroférmica (Fig. 1). De esta dltima fraccion, se
volatilizo el solvente cloroformo y fue resuspendida en
DMSO (1 %). Las muestras de trabajo se denominaron
FM y FC-DMSO, respectivamente.

Se procedi6 a la evaluacion de la capacidad
antioxidante mediante ensayos basados en mecanismos
redox (PRAC, FRAP, CAT y MBA) y contra la accion
de radicales libres: captacion del radical DPPHe (2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo) y radical hidroxilo (*OH).
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Fig. 1- Separacion bifasica en la extraccion de Bligh-Dyer del
subproducto de lecitina de soya: metan6lica-acuosa (superior) y
cloroférmica (inferior)

Dentro de las especies quimicas dafiinas, los radicales
hidroxilos son altamente reactivos y tienen el potencial
de inducir dafio oxidativo en las células. La capacidad
de una muestra para capturar estos radicales se evalla
mediante la medicion de la reaccion entre el reactivo de
salicilato y los radicales hidroxilos generados in situ.®)
En la realizacion del ensayo de captacion (*OH SA), se
obtuvo para FM una capacidad de neutralizacion de
este radical de 87,27 + 0,40 %, muy superior respecto a
FC-DMSO con 15,51 + 0,08 % (Fig. 2). Segun el
analisis estadistico realizado, existen diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados de
este ensayo de ambas muestras, para un intervalo de
confianza del 95 %.

Dicho andlisis proporciona informacion sobre la
capacidad de la muestra para neutralizar este tipo de
radicales. Los resultados obtenidos en el ensayo,
pueden indicar que los componentes bioactivos
obtenidos en las fracciones, como polifenoles y
flavonoides, asi como otros compuestos bioactivos
como los tocoferoles, juegan un papel significativo en
la neutralizacion de Especies Reactivas del Oxigeno
(ROS) como el radical hidroxilo.©1)

El ensayo del azul de metileno (MBA), se realiza
midiendo la reduccion de este colorante al convertirse
en su forma reducida o incolora, lo que indica la
presencia de compuestos con actividad antioxidante en
la muestra.!? Se obtuvo una actividad antioxidante
notable, con valores de 62,98 + 0,22 % y de 15,65 +
0,04 %, para FM y para FC-DMSO, respectivamente,
siendo mucho mayor en la primera. Entre los valores
obtenidos por este ensayo, se obtuvo un p-valor
<0,0001, por lo que existen diferencias altamente
significativas entre ambas muestras.

En este ensayo, se observdé una mayor actividad
reductora en la muestra FM, lo que podria estar

relacionado con la presencia de flavonoides del grupo
de las isoflavonas (genisteina, daidzeina y gliciteina)
abundantes en los subproductos de aceite de soya,
conocidas por sus significativas  propiedades
antioxidantes. Dichas moléculas, que pertenecen a la
familia de los compuestos polifendlicos (polifenoles),
contribuyen a la actividad antioxidante general.©

100.00

b _LI._ ) .
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Fig. 2- Andlisis comparativo de la actividad antioxidante (%) entre
los resultados de las muestras FM, FC-DMSO vy el estandar &cido
ascorbico, usando los ensayos *OH SA, MBA y PRAC
Leyenda: Letras diferentes expresan diferencias significativas
entre las muestras por cada ensayo (p < 0,05; n=3)

El ensayo PRAC mide la capacidad de la muestra para
reducir el permanganato de potasio (KMnQOg), un
potente agente oxidante. La disminucion en la
intensidad del color purpura del permanganato, permite
cuantificar la actividad antioxidante de la muestra.®2
Segun los resultados obtenidos con el ensayo PRAC, se
encontro una capacidad antioxidante de 84,22 + 0,48 %
y 1542 + 0,06 %, para la muestra FM y para FC-
DMSO, respectivamente, siendo mayor la actividad
mostrada por la primera. Entre los valores obtenidos
existen diferencias significativas entre ambas muestras,
para un nivel de significacion de p-valor < 0,05.

Los resultados de este ensayo muestran un
comportamiento similar al observado en el ensayo de
reduccion del azul de metileno, con una mayor
actividad antioxidante en la muestra FM en
comparacion con FC-DMSO. Esto puede atribuirse a la
mayor concentracion de fenoles, y flavonoides del tipo
isoflavonas en la fracciébn metandlica (FM), y a la
similitud en los mecanismos de deteccion de actividad
antioxidante de ambos ensayos. La presencia de
compuestos polifendlicos también se ha relacionado
con la inhibicion de la oxidacion del permanganato al
formar intermediarios estabilizados por ligandos con el
manganeso.®4

En el ensayo de inhibicion del radical DPPHe se mide
la capacidad de los componentes de una muestra de
neutralizar la molécula 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, un
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radical libre ampliamente utilizado en investigacion
antioxidante. La capacidad de la muestra para
neutralizar este radical se revela por el cambio de color
de pdrpura a amarillo.®Y

Primeramente, se evalud la capacidad de inhibicion de
este radical a cinco concentraciones (20,0-200,0
pg/mL). Los valores obtenidos para las dos muestras
fueron muy inferiores en comparacién con el control
positivo  (&cido  ascorbico) a las  mismas
concentraciones. Posteriormente, se realizé un segundo
ensayo con cinco concentraciones superiores (2,0-10,0
mg/mL), en el orden correspondiente al contenido de
lecitina de soya utilizado en la formulacion del
LECISAN®. En la Tabla 1 se muestran los valores de
inhibicion (%) del radical DPPHe para las
concentraciones minima y maxima evaluadas de 200,0
pg/mL y 10,0 mg/mL en ambos ensayos.

Tabla 1- ICs y porcentaje de inhibicion de DPPHe para cada
muestra a las maximas concentraciones

Inhibicién (%)

Muestra 200 pg/mL 10 mg/mL 1Cs0 (ug/mL)

FM 338+0,08a 7920+064a 516475+17,28a
FC-DMSO 0,33+0,02b  17,42+0,05b 37750,61+76,68b
Acido Ascorbico*  83,11+082c¢ 97,67+1,01c 1455+0,07¢c
*Control  positivo; letras diferentes indican  diferencias
significativas (p < 0,05)

Este segundo analisis evidencio, que la capacidad de
neutralizacion del radical DPPHe esté4 influenciada por
la concentracion, obteniéndose un elevado porcentaje
(%) de inhibicion a la concentracion de 10,0 mg/mL
para la muestra FM respecto a FC-DMSO. Partiendo
de los resultados de esta segunda evaluacion
experimental, se determinaron los valores de ICso
(Tabla 1), aprecidndose que ambas muestras
presentaron una eficacia mucho menor que el &cido
ascorbico, utilizado como estandar de referencia. Ello
indica una capacidad antioxidante inferior en términos
de potencia, pese a registrarse un incremento en la
neutralizacion del radical DPPHe respecto a la
evaluacion previa.

Durante este analisis, se observO una mayor
decoloracion del radical DPPHe con la fraccion
metanolica (FM) en comparacion con FC-DMSO. Esta
decoloracion esta relacionada con la capacidad de
donacion de hidrogeno de los antioxidantes presentes,
sugiriendo que una concentracion muy superior de
compuestos con capacidad antioxidante en la fraccion
metandlica es responsable de esta mayor actividad.

Se determind por varios estudios, que algunos
aminoacidos como la cisteina, el alfa-tocoferol,
compuestos polifendlicos y algunos compuestos

aminicos aromaticos presentes en la lecitina de soya y
otros derivados de la soya, producen la reduccion y
decoloracion del radical DPPHe por su habilidad
donadora de hidrégenos.®5

En el estudio de Nasab et al.*® los liposomas de
lecitina de soya mostraron una capacidad de inhibicién
del radical DPPHe préxima al 60 % a 10 mg/mL,
resultado atribuido a su estructura liposomal, que
facilita la interaccion con radicales libres. En contraste
con los valores de inhibicion obtenidos en esta
investigacion a la misma concentracion (Tabla 1), los
liposomas de lecitina de soya mostraron menor eficacia
antioxidante que la muestra FM (fraccion metandlica),
pero superaron ampliamente a la muestra FC-DMSO
(fraccion cloroférmica resuspendida), resaltando el
papel de la formulacién liposomal en la optimizacion
de la actividad antioxidante frente a sistemas no
estructurados como la lecitina libre. Estos hallazgos
subrayan, que tanto la composicion quimica como la
organizacion estructural (liposomal vs. libre) son
determinantes importantes en la eficiencia antioxidante
de la lecitina de soya.

En la realizacién del ensayo poder reductor férrico
(FRAP), se obtuvo un comportamiento creciente de la
capacidad reductora en ambas muestras, a medida que
se aumenta la concentracion evaluada (Fig. 3). En este
ensayo, Se monitorea una Unica reaccion de
transferencia de electrones, a través del cambio de
color que ocurre, seglin se reduce el oxidante.9

Se alcanzaron valores de reduccion muy superiores en
la muestra FM respecto a la FC-DMSO. Para FM, se
obtuvo un valor de 10,92 £+ 0,043 mMEq. AA, y para
FC-DMSO de 0,78 + 0,002 mMEq. AA, este ultimo
muy inferior comparado con FM, ambos resultados
para una concentracion maxima de 10,0 mg/mL. A una
concentracion de 1,0 mg/mL, el valor de la absorbancia
obtenido para FM fue de 0,006 y de 0,004 para FC-
DMSO, ambos menores a la absorbancia del acido
ascorbico (0,796) a la misma concentracion, lo que
indica un poder reductor férrico inferior a la vitamina C
usada como estandar. Entre los resultados de las dos
muestras existen diferencias significativas, a un p-
valor< 0,05.

El ensayo de capacidad antioxidante total (CAT)
evalla la capacidad global de los antioxidantes en la
muestra para donar electrones y neutralizar los
radicales, protegiendo asi las células y biomoléculas
del dafio oxidativo.®» En la Figura 4 se observa el
comportamiento de la actividad antioxidante, segun
este ensayo para ambas muestras. Se aprecia una
relacion dosis-respuesta, al aumentar la capacidad
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antioxidante a medida que se incrementa la
concentracion. ElI  mayor valor de capacidad
antioxidante total fue de 21,11 + 0,179 mMEq. AA
para la muestra FM y de 2,50 £ 0,002 mMEq. AA para
FC-DMSO, ambas para una concentracion de 10,0
mg/mL, lo que indica un poder antioxidante
significativamente mayor para la fraccion metanolica
(FM) segun este ensayo. Este comportamiento en la
capacidad antioxidante se asemeja al obtenido en el
ensayo FRAP, ya que ambos ensayos actian por
mecanismos de trasferencia electrénica. La actividad
antioxidante entre ambas muestras también resulto
estadisticamente significativa (p < 0,05).

05 Poder Reductor Férrico (FRAP)
I
1
04 Y. 1
:4‘//'/
2 03 =/ d
£ G
i ' —o—FM
02 o
i) _
Z FC-DMSO
0.1 p
0
0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

Concentracion (mg/ml)

Fig. 3- Comportamiento del poder reductor de las muestras FM y
FC-DMSO en el ensayo FRAP. Los valores graficados
corresponden a la media de tres replicas (n=3)

Capacidad Antioxidante Total (CAT)
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\.
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1]
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Fig. 4- Comportamiento de la actividad antioxidante FM y FC-
DMSO en el ensayo de capacidad antioxidante total (CAT)
Leyenda: Los valores representados corresponden a la media de
tres replicas (n=3)

En comparacion con el estandar, a una concentracion
de 1,0 mg/mL se obtuvieron valores de absorbancia de
0,025 y 0,012, para la muestra FM y FC-DMSO,

respectivamente, siendo inferior a la absorbancia del
acido ascorbico (1,312) a la misma concentracion, lo
que indica una capacidad antioxidante inferior a la
vitamina C.

De forma general, en el estudio del subproducto de
lecitina de soya se evidencian propiedades
antioxidantes en ambas muestras, lograndose observar
una mayor actividad en FM respecto a FC-DMSO. Las
diferencias en la actividad antioxidante estdn en
correspondencia con los diferentes contenidos de
compuestos bioactivos con esta propiedad, obtenidos
en ambas fracciones, en funcién de su afinidad por los
solventes de baja o elevada polaridad.

Los principales antioxidantes de la soya (isoflavonas,
acido fitico y otros), se distribuyen mejor en fases
acuosas/metanol (fases polares), durante la extraccion
con el método Bligh-Dyer, quedando en la fraccion
cloroférmica solo compuestos minoritarios. En esta
fraccion, es probable que se encuentren compuestos
liposolubles como los tocoferoles del tipo 6- y y-
tocoferol, menos activos que el a-tocoferol, lo que
podria explicar una actividad antioxidante muy baja o
moderada.!? También, algunas trazas de compuestos
fendlicos parcialmente liposolubles como la genisteina
y la daidzeina, con posibilidad de encontrarse en muy
bajas concentraciones en el cloroformo, o sus
derivados metilados/acetilados, podrian estar presentes
en cantidades minimas aportando cierta actividad
antioxidante.®

Algunos esfingolipidos presentes en la lecitina de soya,
como ceramidas, pueden actuar como antioxidantes
débiles, al interactuar con especies oxidantes.t819
Adicionalmente, la presencia de fosfolipidos en el
subproducto,® como la fosfatidilcolina y otros, pueden
quelar iones metalicos prooxidantes, reduciendo la
iniciacion de reacciones de oxidacion. La combinacion
de estos componentes en trazas, junto con mecanismos
indirectos (quelacion de metales), explican la baja
actividad antioxidante detectada en la muestra FC-
DMSO que contiene los compuestos separados en la
fraccion cloroformica.

Una actividad antioxidante inferior en ambas muestras
respecto al control positivo (acido ascérbico), se puede
relacionar con la pureza del residual, ya que se trata de
un subproducto del proceso de refinacion del aceite de
soya, (ue posee una composicion heterogénea de
sustancias, como la fosfatidilcolina, un fosfolipido
presente en la lecitina de soya que, incluso, a bajas
concentraciones, afecta la actividad antioxidante de
fitocompuestos como flavonoides y tocoferoles, lo que
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disminuye la capacidad de los mismos de inhibir los
radicales libres por mecanismos de transferencia
electrdnica.

En estudio previo,® se detectaron y cuantificaron, los
contenidos de polifenoles y flavonoides totales
presentes en el subproducto de lecitina de soya usada
en la formulacion del LECISAN®. La presencia de
estos fitocompuestos en el subproducto sugiere una
relacion directa con las propiedades antioxidantes
observadas en el estudio, debido a la capacidad de estas
moléculas para neutralizar radicales libres, y de actuar
como agentes reductores fuertes, siendo reconocidos
por ser una familia de moléculas con notables
propiedades antioxidantes y por estar ampliamente
presentes en especies de plantas oleaginosas como la
soya (Glycine max L).2%2)

Otro tipo de fitocompuestos, los fitosteroles, como el
B-sitosterol y el campesterol, presentes en el aceite de
germen de soya, muestran capacidades antioxidantes,
tanto en sistemas oleosos como no oleosos, con mayor
eficacia a temperaturas mas bajas durante periodos méas
prolongados.?? Los tocoferoles, en particular el o-
tocoferol, son conocidos por sus propiedades
antioxidantes, y son esenciales para la salud humana,
con una correlacion positiva entre el tocoferol y el
contenido de aceite en la soya. En este sentido, se
describié una correlacion significativa entre la suma de
carotenoides y el andlisis basado en cuantificacion de la
vitamina E en muestras de aceites vegetales y
productos a base de soya, los cuales le otorgan
propiedades antioxidantes beneficiosas.310

Entre los aceites vegetales con mayor contenido de
compuestos fendlicos, esta el aceite de soya. Los
estudios sobre la extraccion de compuestos bioactivos
de los subproductos de la soya, demostraron que la
extraccion de liquidos presurizados con disolventes
eutécticos naturales, como el cloruro de colina, el &cido
citrico y el agua, en condiciones Optimas, produce
fracciones ricas en fenoles y flavonoides. Ello podria
sugerir la presencia de flavonoides en la fraccion
metanolica.®

Otros compuestos fenolicos importantes son las
isoflavonas, que estan ampliamente distribuidas dentro
del reino vegetal, pero es mas comdn encontrarlas en la
familia Leguminosae, destacando la soya por su
contenido de estas sustancias. Las isoflavonas eliminan
una amplia gama de especies reactivas de oxigeno,
nitrdgeno y cloro. Estos compuestos actian mediante
mecanismos de trasferencia de electrones y quelacion
de metales, lo que explica su eficacia en ensayos como
DPPH. y FRAP.® Futuros estudios mediante HPLC-

MS pueden confirmar su presencia, y permitir su
cuantificacion.

En los resultados obtenidos por Cala-Calvifio et al.®),
se detectd la presencia de fosfolipidos en el residual de
lecitina de soya, mediante la técnica de cromatografia
de capa delgada de alta resolucion (HPTLC). Algunos
fosfolipidos, como la fosfatidiletanolamina (PE)
detectada en su investigacion, mejoran la actividad
antioxidante de compuestos como el a-tocoferol y el
Trolox, y pueden interferir con el radical hidroxilo, e
intervenir en la modulacion de la actividad antioxidante
en varios sistemas.®1 Otro fosfolipido detectado fue
la fosfatidilserina (PS), presente en la lecitina de soya 'y
el aceite de soya, con importantes propiedades
antioxidantes, ya que prolonga sinérgicamente la vida
atil de las emulsiones de aceite en agua cuando se
combina con tocoferoles (por ejemplo, el a-tocoferol),
al aumentar la fase de retraso de los hidroperdxidos y el
hexanal en las emulsiones, lo que indica su eficacia
para controlar la oxidacion de los lipidos.@®

Estos hallazgos sugieren, que el subproducto de
lecitina de soya, utilizado en la formulacion del
suplemento nutricional LECISAN®, contiene una
variedad de compuestos bioactivos en diversas
proporciones, que confieren propiedades antioxidantes
al subproducto.

CONCLUSIONES

La lecitina de soya utilizada en la formulacion del
LECISAN® evidenci6 propiedades antioxidantes, que
aportan valor a su aplicacion en la industria de
alimentos y suplementos nutricionales. Los resultados
obtenidos respaldan la viabilidad de utilizar este
subproducto de lecitina de soya como una fuente
natural de antioxidantes, lo que puede contribuir a la
formulacién de productos més saludables, y abrir
nuevas oportunidades para su uso en la industria
alimentaria y nutracéutica, en el contexto de la
economia circular.
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