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® Resumen

Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas, que forman parte de las membranas celularesy cumplen
importantes funciones biolégicas. Se extraen de diferentes fuentes, una de las mas empleadas en la
industria biofarmacéutica, cosmética y alimenticia, es la planta de Soya (Glicine max L), a partir de la
cual por diferentes métodos de extraccion, se obtienen los fosfolipidos con alta pureza. Los fosfolipidos
son producidosy comercializados por diferentes compafiias conunalto precio en el mercado. Seemplean
como medicamentos, suplementos nutricionales y en la elaboracién de sistemas de liberacion, de
diferentes compuestos con propdsitos biomédicos. El presente trabajo propone una metodologia para
extraer los fosfolipidos de la pasta de lecitina de soya. El método utilizado fue laextraccion liquido/liquido
seguido de cromatografiaen columna. Por CCD, utilizando patrones comerciales y/o el factor de retardo
(Rf) descritos, se identificaron los posibles fosfolipidos de la fraccion enriquecida en los mismos. Los
fosfolipidos totales y otros componentes de la Lecitina se identificaron y cuantificaron por métodos
enzimaticos, bioquimicos y quimico/fisicos. La extraccién de los fosfolipidos de soya fue eficiente,
eliminadndose contaminantes como proteinas y polisacéridos. Mediante la cromatografia en columna se
separ6 lamezcla de los componentes lipidicos segln sus polaridades, identificAndose a través del Rf, en
las fracciones cloroformo y acetona componentes grasos indeseados, quedando en la metandlica la
mezclade fosfolipidosde interés, conteniendo fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, estando enriquecido
en fosfatidilcolina y fosfatidilserina, composicion y pureza adecuada para su empleo en formulaciones
farmacéuticas.

Palabras clave: fosfolipidos, lecitina de soya, cromatografia en columna, cromatografia en capa
delgada.

@ Abstract

The phospholipids are amphipathic molecules that are part of the cellular membranes and complete
important biological functions. They are extracted of different sources; one of the most used in the
biopharmaceutical, cosmetic and nutritional industries is the plant of Soya (Glicine max L), starting from
these for different extractions methods, phospholipids are obtained with a high purity. Phospholipids are
produced and commercialized by dissimilar companies with the high price in the market. They are used
asmedications, nutritional supplementsand in elaboration of delivery systems, of diverse compounds with
biomedical purposes. The present work proposes a methodology to extract the phospholipids of the Soya
Lecithin paste. The used method was the liquid-liquid extraction followed by chromatography in column.
By TLC with commercial standards and the retard factor (Rf) described, the possible phospholipids of
the fractions were identified enriched in the same ones. The total phospholipids and other lecithin
components were identified and quantified for enzymatic, biochemical and physical-chemical methods.
The extractions of the Soya phospholipids were efficient, being eliminated, impurity as proteins and
polysaccharides. By means of the chromatography in column were separate the mixture of the lipid
componentaccording to their polarities, being identified through the Rf in the fractions with chloroform
and nail polishremover undesirable fatty components, being in the methanol the mixture of phospholipids
of interest, containing phosphatidylethanolamine, phosphatidylinositol being enriched in phosphatidylcholine
and phosphatidylserine; appropriate composition and purity for their use in pharmaceuticals formulation.

Keywords: phospholipids, soya lecithin, flash chromatography, thin layer chromatography.
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® Introduccion

Loslipidosson biomoléculas muy diversas. Conel
reconocimiento del papel de los lipidos en muchas
enfermedades metabdlicas como la obesidad,
aterosclerosis, accidentes cerebro vasculares, la
hipertension y la diabetes, se inicia un campo de
investigacion relativamente reciente, la lipidomica,
que ha sido impulsado por los rapidos avances en las
tecnologias/1/.

Los fosfolipidos, son moléculas de caracteristicas
anfipaticas que forman parte de las membranas
celularesy cumplenimportantes funciones bioldgicas
en el crecimiento, maduracién y el propio
funcionamiento de las células, siendo esenciales para
la salud humana.

La industria farmacéutica se interesa por los
lipidos y en particular, por la lecitina de la soya, que
entreotrasaplicaciones, seempleacomoemulsionante
en diferentes formas farmacéuticas terapéuticas,
cosmeéticas y nutracéuticas. Los granos de soya
contienenimportantes sustancias nutritivas: albiminas,
materias grasas, hidratos de carbono, lecitina, vitamina
y sales minerales. Su contenido en lipidos es de entre
un 15 % a un 20 %, constituidos por &cidos grasos,
mayoritariamente insaturados (oleicoy linoleico). La
lecitinade soyaesuncomplejo de fosfolipidos formado
por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina y fosfatidilinositol. Es ideal para el
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares y
niveles de colesterol altos o con un coeficiente HDL/
LDL desequilibrado. Los minerales altamente
biodisponibles presentes en lalecitina (calcio, hierro,
magnesio, fosforo, potasio, sodio, y trazas de selenio,
zinc, estroncio y cobre) hacen recomendable su
utilizacion alimenticia y complementaria en la
prevencion de accidentes vasculares y reduccion del
riesgo de formacion de trombos. Estudios recientes
han demostrado que la fosfatidilserina (uno de los
fosfolipidos en que esrica la lecitina de soya) mejora,
enciertamedida, lamemoriay lacapacidad cognitiva.
La vitamina E que la lecitina de soya contiene, le
confiere propiedadesantioxidantes, que protege tanto
a los éacidos grasos poli insaturados, al evitar su
oxidacion y la produccién de radicales libres, como
también a las demés células del organismo. Por
estimular ladivision celular de los tejidos, se atribuye

alalecitinade soya larenovacion de los mismosy la
regeneracion de las células. Ademés de estos
componentes la lecitina de soya es rica en proteinas
y carbohidratos /2, 3/.

Enlaindustriacosméticalalecitinase utilizacomo
sustanciaemulsionantey antioxidante y paraaumentar
laestabilidad del cosmético, humidificarle y asegurar
la reparticion homogeénea de las grasas /2/.

La elaboracion de diferentes sistemas de entrega
de sustancias biol6gicamente activas, empleando
fosfolipidos y otros lipidos, ha sido descrita
ampliamente en la literatura. Entre los multiples usos,
de estas moléculas, se encuentra la elaboracién de
liposomasy cocleatos, como vehiculos de compuestos
con diversas aplicaciones biomédicas; numerosos
farmacosy biomoléculas que incluyen antitumorales,
antimicrobianos, hormonas, inmunomoduladores,
material genético, antigenos vacunales, entre otras
han sido incorporados en liposomas y/o cocleatos
/14,5, 6/.

La capacidad de los liposomas para potenciar la
respuestainmune contra un antigeno encapsulado fue
descubierta por Allison y Gregoriadis en 1974 /7/, y
posteriormente ha sido confirmada para una amplia
variedad de antigenos de bacterias, virus, protozoos,
tumores y otras fuentes /8, 9, 10, 11,12/, lo que ha
permitido al igual que los cocleatos, suempleo como
adyuvante envacunas. Los cocleatostienen laventaja
de serempleados por viamucosal, induciendo respuesta
inmune tanto mucosal como sistémica, ademas de
incrementar laestabilidad y disponibilidad de diversas
moléculas /13, 14, 15/.

Una de las principales limitaciones en la
elaboracionde liposomasy cocleatos como sistemas
de entrega de sustancias bioactivas vy
especificamente de antigenos vacunales es la
disponibilidad de fosfolipidos de calidad
farmacéutica, los que se producen por varias
compaifias, pero su precio en el mercado
internacional es muy elevado. Es posible emplear
la lecitina de Soya para tales fines, sin embargo
para formar los cocleatos a partir de liposomas se
necesita purificar la lecitinay obtener un producto
con alto contenido de fosfatidilserina, ya que los
fosfolipidos de Soya sin purificar no forman estas
estructuras/16/. En el presente trabajo, se describe
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una metodologia para extraer los fosfolipidos de
soya, a partir de la lecitina, se demuestra que
empleando este procedimiento se separan proteinas,
carbohidratos y acidos grasos y se obtienen los
fosfolipidos libres de estos contaminantes, en lafraccion
rica en estos compuestos se identificaron la
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, siendo la
fosfatidilcolina y la fosfatidilserina, los fosfolipidos
mayoritarios del extracto. La pureza y composicion
de lamezcla, permite elaborar liposomas y cocleatos
con diversas aplicaciones biomédicas.

e Mcétodos experimentales

Lecitina de soya

Se obtiene como subproducto de la industria
alimenticia, en el proceso de fabricacion del aceite de
soyacomestible, conunrefinamiento paraalcanzar la
calidad farmacéutica, fue adquiridade lafirma de la
India Gujarat Ambuji Exports Limited, Ahmedabad
380014 (Gujarat) India, posee certificados CERT-ID
y Kosher.

Extraccién liquido-liquido

Laextraccionde loslipidos se realizd modificando
lametodologia utilizadapor/17/,empleando unsistema
trifasico de extraccion liquido/liquido. La Lecitinade
Soya, se trata con una mezcla CHCI3/MetOH/NaCl
(0,9%)enproporciones(2:1:1), seagitavigorosamente
a 300 rpm en un agitador magnético, durante 30 min.
La separacion de las fases se realiza en un embudo
separador, colectdndose por separado la fase
hidroalcohdlicay la fase cloroférmica.

Cromatogratia en columna

Seutilizé unacolumnade vidrio de 60 cm de altura
y9,5cmdedidmetro. El llenado se realiz6 enseco con
180 g de silica gel, Kieselgel 60 G, 70-120 mesh,
Merck. La muestra se embebe en el mismo peso de
celite (10 g/10 g), el cual se coloca sobre la silica gel
enlacolumna. Seempled paralaelucion, ungradiente
isotropico formado por cloroformo, acetonay metanol,
en cantidad de 1 L cada uno, empezando con el
disolvente de baja polaridad y aumentando
gradualmente la polaridad. Se colectan las tres
fracciones de forma independiente, se utiliz6 vacio
parafacilitar laelucion de lasmismas. Posteriormente
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se concentraron a sequedad de forma independiente
en un roto evaporador a vacio, Buchi y temperatura
del bafio de 35 £ 2 °C.

Se realizan cinco corridas cromatogréficas, se
define como un lote la fraccion metandlica de cada
columna cromatografica, después de secada en
roto evaporador al vacioy dispensada en bulbos de
vidrio (vialesR2), almacenadosa-20°C, protegidos
de la luz.

Las diferentes fracciones se analizaron por
cromatografia en capa delgada (CCD), segun la
técnica que se describe a continuacion.

Cromatograftia en capa delgada (CCD)

Se utilizaron placas pre elaboradas de silica gel F-
G 254. La muestra se aplica en 20uL del disolvente.
Se utiliza como sistema de elucion para la muestra
donde predominan fosfolipidos una mezcla de
cloroformo: metanol: hidréxidodeamonioen proporcion
65:25:4 y para las fracciones donde prevalecen otros
lipidosel sistemade disolventes tolueno: cloroformo:
metanol en proporcion 85:15:5 /18/. Como agente
cromogénico se emplea en ambos casos cdmara
saturada en vapores de yodo. En cada caso se
calculan los Rf de las manchas que se observan. Para
la muestra que contiene fosfolipidos se utilizaron
como patrones de referencia L-o-Fosfatidilcolina, 3-
sn-Fosfatidil-L-serine, SIGMA-ALDRICH.

Determinacién de la concentracién de
proteinas

Para la determinacidon de la concentracion de
proteinas del extracto hidroalcéholicoy el anélisis
electroforético de las mismas, se tratan las muestras
con éter y acetona fria, para eliminar cualquier
compuesto lipidico remanente. La concentracion
de proteinas, se determind por el método de Lowry,
usando como patron albumina de suero bovino
ng.

Electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Las muestras fueron incubadas a 100°C durante 5
minutos en presenciade 2b-mercapto-etanol (MercK,
Germany) y separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12,5 % (SDS-PAGE), seguida de
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una tincion con Comassie R 250 /20/. Se utilizé el
patron de peso molecular (PPM), (MW, Bio-Rad),
para determinar el tamafio molecular de los
componentese identificar las proteinas predominantes
en cada muestra usando un procesador de iméagenes
(Image Master 1D Elite Ver. 3.01 Amersham
Pharmacia Biotech).

Determinaciéon de carbohidratos

La concentracion de los carbohidratos, en el
extracto hidroalcéholico, fue evaluada empleando la
determinacion de la concentracion de hexosas por el
método del orcinol-sulflrico, segin latécnicadescrita
por Bruckner en 1955 /21/.

Determinacion de las caracteristicas
organolépticas

Setomo un tubo de ensayo limpioy secoy se llend
hasta las tres cuartas partes con la muestra de ensayo
(extracto cloroférmico) y se observo el color y la
transparencia del mismo, la presencia de particulasy
la separacion en capas /22/.

Determinacién de Ila densidad relativa por
picnometria

Se pesO un picnémetro secoy vacio, posteriormente
se llen6 con la porcion de ensayo. Se mantuvo a
25 °C durante 15 min, y se ajusto el liquido al nivel
empleado. Se pesd cuidadosamente el picnémetro
con laporcion de ensayo y se repitio la operacion con
el agua destilada a 25 °C. Estas operaciones se
repiten al menos 5 veces. La densidad relativa de la
muestra se calculé mediante la formula, D, =
(M-M)/(M-M) donde, M,: peso especifico del
picnometro con la muestra, M,: peso especifico del
picnémetro conagua, M: peso especifico del picnometro
vacio. Los resultados se aproximan hasta la tercera
cifra /22/.

Cuantificacion de fosfolipidos totales

La concentracién de los fosfolipidos totales
fue evaluada, usando el método de mineralizacion
desarrollado por Fiske y Subarrow en 1925
/23/. La concentracion de fésforo calculada se
multiplica por un factor, que permitird convertir
los valores de fésforo total en fosfolipidos
presentes en las muestras /24/.

Cuantificacién enzimatica de fosfolipidos

Seutilizé el juego de reactivos comercial SpinReact
para fosfolipidos, el ensayo se realizd a tres muestras
de cada uno de los 5 lotes, las que se suspendieronen
1mL de agua destilada.

Preparacién de liposomas y cocleatos,
empleando los fosfolipidos purificados

Los liposomas se elaboraron a partir de la mezcla
de los fosfolipidos purificados por la metodologia
desarrolladaenestetrabajoy colesterol (SigmaAldrich
Co.),empleando el procedimiento de deshidratacion-
rehidratacion descrito por Kirby y Gregoriadis en
1984 /25/. Los cocleatos se obtuvieron por adicion
lenta de cloruro de calcio (0,1 M) a la suspension de
liposomas preformados /26/. Ambas preparaciones
de liposomas y cocleatos se almacenaron a 4 °C y
protegidas de la luz.

Microscopia electrénica de transmision y
criofractura

Las imagenes electrdnicas fueron obtenidas en un
microscopio de Trasmision JEM 1010 Jeol. Las
muestras fueron procesadas por crio fractura,
empleando como soporte mica'y una cémara de
fractura y congelacion (Balzars, BAF 060). Se
observaron a una magnificacion de 100 000x.

Microscopia electronica de barrido

Se aplico una gota de las muestras sobre un
portaobjeto de vidrio y se secaron a temperatura
ambiente durante 12 h. Posteriormente se cubrieron
con una fina capa de oro-paladio y se cargaron en un
microscopio LEICA 440. Las imagenes se observaron
con una magnificacién comprendida entre 15x hasta
290.000x y una resolucion de 4,5 nm.

® Resultados y discusion

Extraccién y purificacién de los fosfolipidos
contenidos en la Lecitina de Soya

Conlacombinacionde laextraccion liquido-liquido
y la cromatografia en columna se establecié una
metodologia de separacién y purificacion de los
fosfolipidos.
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Laextraccionliquido-liquidoesunatécnicasencilla,
que no necesita de gran equipamiento, muy fécil de
reproducir, y ha sido la mas empleada para la
purificacionde compuestos lipidicos/27/. No obstante,
a pesar de su sencillez aparente, pueden presentarse
dificultades teniendo en cuenta la complejidad de la
matriz de partida. Uno de los factores que influye en
la separacidn correcta de los lipidos presentes en la
muestrainicial, es laproporcion de disolventes, puesto
que en dependencia de lamisma sera el reparto de los
componentes de lamatriz en cada unade las fases que
componen el sistema. En este caso se obtuvo una
buena separacion entre los componentes lipidicos y

PPM Répl.

proteicos utilizando el sistema trifasico cloroformo,
metanol, cloruro de sodio 0,9 % en las proporciones
2:1:1.

Componentes analizados en la fraccion
hidroalcohdlica

La concentracion de proteinas promedio,
presente en las muestras ensayadas, fue de 3,72
mg/mL, siendo el coeficiente de variacion entre las
diferentes determinaciones de 1,2 %. Los perfiles
electroforéticos observados fueron muy similares,
para todas las réplicas de la muestra, tal como
muestra la figura 1.

Rép2. Rép3.

Rép4.

Fig. 1Perfileselectroforéticos de las proteinas de lafraccion hidroalcohdlica.
PPM: Patrénde Pesos Moleculares; Bandas: 1- Fosforilasab (94 kDa),
2-Albumina (67 kDa), 3-Ovoalbimina (43 kDa), 4-Anhidrasa
Carbodnica (30kDa), 5-Inhibidor deTripsina (20.1 kDa)y 6-a-Lactalbimina
(14.4kDa).Rép.1,2,3y4: Patronelectroforético correspondiente
alamuestradeextracto hidroalcoholico de soya.

En el andlisis densitométrico, de las réplicas,
de las muestras de la fraccion hidroalcohdlica,
se estima que la banda mayoritaria tiene un peso
molecular de 40,993 kD, la cual representa el
40,25 % del total (resultados no mostrados),
pudiendo ser la albumina, una de las proteinas
presentes en la lecitina de soya /2/.

Determinacién de carbohidratos

Los valores obtenidos de hexosas 48.062 mg/
mL, con un CV de 1,3 %, entre las réplicas,
muestran que en la fraccion hidroalcohdlica,
existe una elevada concentracidn de azUcares,
lo cual demuestra que el proceso de purificacion
fue eficiente, puesto que en esta porcion, se
elimind gran cantidad de carbohidratos que, en
este caso, se comportan como contaminantes
de los fosfolipidos.

Vol. XXI11, N° 3, septiembre-diciembre, 2011 n

En resumen en la fraccion hidroalcohodlica se
pudieron cuantificar proteinasy carbohidratos, siendo
1,16 g de las primeras y 14,624 g de los segundos, de
acuerdo al volumen total de esta fase, por lo que a
partirde 100 g de lecitinade soya, segun lametodologia
descrita en el presente trabajo, se obtuvieron como
sustancias relacionadas un 1,16 % de proteinas y
aproximadamente un 15 % de carbohidratos.

Caracteristicas de la fraccion cloroféormica

Luego de llevar a cabo el proceso de extraccion
liquido/ liquido, se obtuvo un extracto de color ambar
oscuro, trasltcidoy libre de particulas en suspension.
El calculo de la densidad relativa arrojé un valor de
1,408, que equivale al peso especifico de la muestra
liquida. No se observaron diferencias significativas
entre los pesos para cada una de las cinco réplicas
analizadas (resultados no mostrados). El valor de la
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densidad relativa representa el peso especifico de los
componentes lipidicos presentes en la fraccion
cloroférmica, que nosolo correspondealos fosfolipidos,
sinotambiénaotros lipidos como &cidos grasos libres,
diglicéridosy triglicéridos. Este valor es un parametro
propio de cada sustanciaen determinadas condiciones,
por lo que seriaunindicador de lareproducibilidad de
un proceso, desarrollado en las mismas condiciones
en que fue calculado.

Purificacion de fosfolipidos

La utilizacion de la cromatografia liquida en
columna répida al vacio, ofrece la ventaja de que
mediante su uso se puede aumentar la velocidad de
flujo del sistema de disolventes, ademas de que la
columna se puede secar después de recoger cada
fraccion y se evitan las canalizaciones o grietas entre
lasilica.

Se desarrollaron un total de cinco columnas
cromatograficas. Cada columna se eluyé con un
sistema de gradiente de diferentes polaridades
obteniéndose los siguientes eluatos: E,: fase movil
900mL de cloroformo, E,: fase movil 900 mL de
acetona y E,: fase movil 900 mL de metanol. Los
resultados de la purificacion cromatograficamostraron
la separacion de los compuestos de interés del resto
de los componentes de la mezcla, los cuales eluyeron

delacolumnacon cloroformoy acetona, mientras que
en la fraccion metanolica eluyeron los fosfolipidos.

Identiticacién de los fosfolipidos y
sustancias relacionadas

El sistema de disolventes (cloroformo/metanol/
hidroxidodeamonio (65:25:4)), se utilizo conlafinalidad
delograr laidentificacion de los diferentes fosfolipidos
presentes en las fases metandlicas correspondientes
a los lotes resultantes de las distintas columnas
cromatogréficas, asi como para comprobar la
reproducibilidad del proceso de purificacion. Luego
de pocos minutos de exposicional sublimado de yodo,
aparecid una serie de manchas, debidas a la reaccion
del yodo con los grupos croméforos presentes en los
fosfolipidos. La intensidad de las manchas varia en
dependencia de la concentracion de fosfolipidos
presentes en la muestra. El resultado obtenido del
calculo de los Rf de las diferentes manchas en cada lote,
revela que los fosfolipidos presentes en la fraccion
metanolicapudieranser, fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, y fosfatidiletanolamina, resultados que
coinciden con lo descrito en la literatura /2, 3/.

La identificacion de los fosfolipidos también
permitio demostrar lareproducibilidad del proceso de
purificacion, puesto que se observé que los 5 lotes
obtenidos, presentan similar composicion, figura 2.

Pec. Ps.Lollo2Llo3Lod Lo5

Fosfatidiletanclamina.
Fosfatidilcolina.

Fosfatidilinositol.

Fosfatidilserma.

Fig. 2 Identificacién de fosfolipidos de Lecitinade Soyapor CCD. Cromatoplaca
obtenidaempleando fase mévil cloroformo/metanol/hidréxido deamonio
(65:25:4) al aplicar 20 uLde patronesy muestras. Pc: patron de
fosfatidilcolina; Ps.: patrén de fosfatidilserina; L01:
lote 01; LO2: lote 02; LO3: lote 03; LO4: lote 04; LO5: lote 05.

Los valores de Rf del patron de fosfatidilserina
(0,13) y los Rf de lamancha 1, en todos los lotes, con
valor de 0,12 son similares. Los valores de Rf de la
mancha 3, encadaunodeloslotes(0,67) esequivalente
al Rf del patrdn de fosfatidilcolina (0,68). La mancha
2 con Rf de 0,22 en los cinco lotes, tiene un valor

similaral Rf del fosfatidilinositol (0,20) y lamancha4
conRfde 0,8 paratodos los lotes, concuerda con el Rf
de fosfatidiletanolamina (0,75). Los valores de Rf de
estos dos ultimos fosfolipidos fueron tomados de
Avanti Polar Lipids, Inc. 1998, empleando el sistema
dedisolventesdescritos eneste trabajo. Los resultados
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de laidentificacion cromatogréfica, coinciden con la
literatura, donde se reporta la presencia de
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y
fosfatidiletanolamina en la lecitina de soya /2,3/.

La pequefia diferencia entre el Rf de los patrones
y las muestras, correspondientes a las manchas de los
lotes analizados, puede deberse a que los patrones, no
provengan de la misma fuente (fosfolipidos de soya)
y tengan diferencias en la composicion de acidos
grasos.

La mezcla de fosfolipidos purificada que pudiera
estar compuesta por fosfatidilcolina, fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol
fundamentalmente, donde los componentes
mayoritarios son los fosfolipidos colina y serina, no

solo coincide con los datos reportados en la literatura
para esta matriz bioldgica, sino que ademéas muestra
un balance adecuado de fosfolipidos cargados
positivamente (colina y etanolamina) y fosfolipidos
cargados negativamente (serina e inositol), lo que la
hace muy util para la elaboracion de sistemas de
liberacion como liposomas y cocleatos.

Identificacién de sustancias relacionadas

Otros componentes lipidicos se identificaron en
el eluato E, correspondiente a la fraccion de
cloroformo, por CCD obteniéndose la posible
presencia de &cidos grasos libres y diglicéridos y
triglicéridos, lo cual se comprobé al comparar los
Rf calculados con los reportados por Avanti Polar
Lipids, Inc. 1998 (figura 3).

CO1 CO2 CO3 CO4 COs

Triglicéndos.

1,3 Diglicéridos
1,2 Diglicéridos
Acidos grasos libres

Fig. 3 Identificacion de compuestos lipidicos relacionados por
Cromatografiaen CapaDelgada (CCD). Cromatoplacaobtenidaempleando
como fase mavil tolueno/cloroformo/metanol (85:25:4). CO1: fase
cloroférmicadelacolumnal; C02: fase cloroférmicadelacolumna2;
CO03: fase cloroférmicade lacolumna3; C04: fase cloroférmicade la
columna4; CO05: fase cloroférmicade lacolumnab.

A partir de las manchas visualizadas el la figura 3,
se obtiene la relacion Rf reportado/Rf calculado en
cada lote analizado, para cada compuesto, siendo
para los &cidos grasos libres 0,16/0,12, triglicéridos
0,96/0,9, 1,3 diglicéridos 0,32/0,42 y para los 1,2
diglicéridos0,24/0,33. Como se observalos valores de
Rf obtenidos para los compuestos lipidicos
relacionados a los fosfolipidos, son similares a los
reportados en la literatura, lo cual demuestra que en
la fraccion cloroférmica se eliminaron sustancias de
origen lipidico, que constituyen impurezas para los
fosfolipidos de interés.

Para comprobar la pureza de estos ultimos, se
desarroll6 una muestra de cada uno de los lotes de
fosfolipidos purificados, enunacromatoplacautilizando
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como fase mavil la mezcla de tolueno/cloroformo/
metanol (85:25:4), para verificar la presencia de
grasas contaminantes en los mismos, no observandose
mancha alguna (resultados no mostrados), lo cual es
otro indicativo de la pureza de la mezcla obtenida.

Cuantificacion de fosfolipidos totales

La cuantificacion de fosfolipidos totales mostro
resultados aproximados de 1mg/mL en todos los
lotes, s6lo en el Lote 02 se obtuvo un valor superior.
Este resultado pudo haber sido asi porque los lotes
provienen de procesos de purificacion diferentes, o
sea de diferentes columnas, y pudo haber diferencia
en la cantidad de muestra aplicada, debido a que las
primeras columnas se realizaron parair estableciendo
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las cantidades adecuadas, tanto de disolvente como
de muestra a purificar, asi como para ajustar la
metodologia de trabajo.

Cuantificacién enzimatica de fosfatidilcolina

La fosfatidilcolina presente en la mezcla de
fosfolipidos se determind mediante reacciones
enzimaticas, donde la fosfatidilcolina es hidrolizada
por la fosfolipasa D y la colina liberada es
secuencialmente oxidada por la colina oxidasa a
betaina, con la simultdnea produccion de peroxido de
hidrégeno. En presencia de peroxidasael peroxido de
hidrdgeno acoplaoxidativamenteala4-aminofenazona
(4-AF)yal diclorofenol formando una quinonamina
coloreada. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de fosfatidilcolina
presente en la muestra ensayada.

Los resultados muestran la presencia de
fosfatidilcolinaen los 5 lotes evaluados, y ademas se
puede observar que los valores de concentracion son
similares, laconcentracion de este fosfolipidoenlas5
muestras es similar.

Latablalresume losresultados de lacuantificacion
de los fosfolipidos en los 5 lotes analizados, tanto por
el método quimico, determinacion del fésforo total,
como por un método enzimatico comercial. Como se
aprecia en la tabla el fosfolipido mayoritario en la
mezclaes lafosfatidilcolina, siendo en todos los lotes
mas del 50 % del contenido de fosfolipidos de la
mezcla purificada.

La cantidad total de fosfolipidos en los 5 lotes
(referida al fosforo total), es de 139.403 mg, lo cual
representael 14 % con respecto a los 100 g de lecitina
iniciales.

Microscopia electrénica de liposomas y
cocleatos, elaborados con los fosfolipidos
purificados

En la figura 4A se muestran las iméagenes
obtenidas por microscopiaelectronica de barrido
delos liposomasy en lafigura4B por microscopia
de transmision y criofractura de los cocleatos
obtenidos empleando la mezcla de fosfolipidos
purificados a partir de la lecitina de soya.

En la figura 4, se observan estructuras
nanométricas en forma de liposomas (A) y
cocleatos (B). Se aprecia la forma esférica de
los liposomas que es caracteristica de este tipo
de estructura, con dimensiones inferioresa 1pum,
figura 4A. Los cocleatos, formados a partir de
los liposomas, por adicion de sales de calcio, se
observanen lafigura4B. Se apreciaunaparticula
cilindrica, alargada y continua similar a un
cigarrillo, de dimensiones de 0,2um de diametro.
Esta estructura supramolecular confirma la
formacidn de agregados en forma de cocleatos,
la cual esta dada por la superposicién de bicapas
lipidicas que se enrollan para obtener un agregado
multilaminar /28/.

Fig.4 Microfotografias obtenidas mediante Microscopia Electronica. A: Microscopia Electronica
deBarrido, magnificacion de 100.000X. B: Microscopia Electronicade Transmisiony Criofractura,
magnificacion de 500.000X.
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En resumen, la metodologia propuesta en este
trabajo, paralaextracciony purificacion de fosfolipidos
a partir de la lecitina de soya, empleando un sistema
trifasico en la extraccion liquido/liquido, sequida de
cromatografiaencolumna, resultd ser sencilla, rapida
y reproducible, obteniendo cantidades de fosfolipidos
adecuadas, en cuanto a composicion y pureza.

La CCD permitio verificar la pureza de los
fosfolipidos y la reproducibilidad de la metodologia
propuesta, ademas fue util para comprobar la
eliminacion de otros contaminantes lipidicos. Esta
técnica se utiliza por casas comerciales tales como
Sigma- Aldrich para determinar la pureza de los
patrones de fosfolipidos que comercializan, por lo que
se considera aceptada, para el objetivo con que fue
utilizada.

Los fosfolipidos que se utilizan de forma habitual
enlaelaboracion de liposomasy cocleatos, conteniendo
medicamentos como la Anfotericina B, anti
inflamatorios, analgésicos, nutracéuticos, adyuvantes
de vacunas y cosméticos entre otros, generalmente
emplean en su composicién la fosfatidilserina de
cerebro bovino y/o de soya, fosfatidilcolina de soyay
fosfatidilinositol /29/.

Mediante el procedimiento descrito, se obtiene
una mezcla de fosfolipidos, enriquecida en
fosfatidilcolina y fosfatidilserina, con los que se
elaboraron liposomas y cocleatos, visualizados por
microscopia electrénica, que puede emplearse en
formulaciones farmacéuticas de estos sistemas de
liberacion, con diversas aplicaciones biomédicas.
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