UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTOR EN INGENIERIA QUIMICA

UTILIZACION DE LIPASAS
EN LA MODIFICACION ENZIMATICA
DE LECITINAS CRUDAS

M. Laura Gofii

DIRECTORES
Dra. Amalia A. Carelli

Dra. Diana T. Constenla

BAHIA BLANCA ARGENTINA

2014







PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado
Académico de Doctor en Ingenieria Quimica, de la Universidad Nacional del
Sur y no ha sido presentada previamente para la obtencion de otro titulo en
esta Universidad u otra. La misma contiene los resultados obtenidos en
investigaciones llevadas a cabo en el ambito del Departamento de Ingenieria
Quimica / de la Planta Piloto de Ingenieria Quimica (PLAPIQUI) dependiente
de CONICET y la Universidad Nacional del Sur, durante el periodo
comprendido entre Septiembre de 2008 y Septiembre de 2014, bajo la
direccion de la Dra. Amalia A. Carelli (Universidad Nacional del Sur) y la Dra.
Diana T. Constenla (Universidad Nacional del Sur).

M. Laura Goni

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR
Secretaria General de Posgrado y Educacion Continua

La presente tesis ha sido aprobada el ..../.... ...... , mereciendo la
calificacion de ...... T )







A mi mamad






AGRADECIMIENTOS

Los que me conocen, y han tenido la oportunidad de compartir momentos de mi vida en
esta etapa “doctoral”, saben lo que significa para mi estar escribiendo estos agradecimientos.
Sabran también cuales son mas bien formales (aunque sinceros) y cuales son desde el corazén,

aunque a simple vista no parezcan tener relacion con el desarrollo de esta tesis.

En primer lugar debo agradecer a la Planta Piloto de Ingenieria Quimica, a la Universidad
Nacional del Sur y al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, por brindarme el

financiamiento y lo necesario para permitir el desarrollo de esta tesis.
Quiero agradecer a los jurados por aceptar corregir este manuscrito.

También quiero agradecer a mis directoras Amalia Carelli y Diana Constenla, por haberse
dedicado los ultimos meses casi exclusivamente a la correccidn de esta tesis. Por la libertad que me
han dado a lo largo de este periodo, la ayuda en el desarrollo del trabajo experimental, y en especial

por el esfuerzo desinteresado de estos ultimos meses.

Al personal de PLAPIQUI, en especial a Elsa (Silva), Ana (Piatoni), Silvia (Raniolo) y Adriana

(Ortiz) por hacer su trabajo tan eficientemente, lo que hace que todo funcione tan bien.

A Nora, por su ayuda incondicional, por ser la mama de todos los becarios, sobretodo de los
gue somos “extranjeros”, por tener una solucidon y una sonrisa para todos nuestros problemas.
Gracias Nora por alegrarte con nuestros logros y preocuparte cuando algo estd mal, y por hacer la

vida de todas las personas que pasamos por PLAPIQUI muchisimo mas facil.

A ERASMUS MUNDUS, por las becas otorgadas para financiar mis estadias en Bélgica y en

Francia.
A la Universidad de Gante, por aceptarme incluso en condiciones no tan regulares.

Quiero agradecer especialmente a Paul (Van der Meeren), por su gran aporte en lo
académico pero también por su apoyo y contencién. Por hacer lo posible para que las reglas y
estructuras belgas puedan adaptarse a mis necesidades (siempre distintas a las normales). Muchos

de los resultados presentados en esta tesis no hubiesen sido posibles de no ser por su guia, y

- Vii -



disposicion para trabajar conmigo. A todo el personal del grupo PAINT de la Facultad de
Bioingenieria de la UGent. A Saskya, por su ayuda desde el primer dia. A Marios, por hacer mas
entretenido el trabajo. A los compafieros de laboratorio y oficina, Eric, Quenten, Maryan, y Ana. A
Paolo por el trabajo en el laboratorio de NMR. A Mai (Tuyet Nguyen) por la ayuda con la técnica de

HPLC. A Nguyen (Bui Thao) y Anant, por brindarme un lugar en sus hogares desinteresadamente.

A Marisa (Yeannes), por ser la primera en fomentar en mi el interés en la investigacién y en

la docencia.

A mis compafieros del grupo de Alimentos, en especial al personal del laboratorio, Clarisa,

Forbito y Federico, por su ayuda en lo experimental.

A Amalia, por haberme alentado en este ultimo tiempo a terminar esta tesis que tanto
esfuerzo me costé. Por estar siempre disponible para mis consultas, mis quejas, y mi mal humor, por

aprender poco a poco a entenderme, lo cual suele costar, y mucho.

A Maria Elena, que sin ser mi directora, me ha aconsejado y guiado siempre que pudo, y lo
mads importante, por brindarme siempre, hasta en los peores momentos, una sonrisa y un abrazo

alentadores.

A Consuelo y Camila, por las charlas compartidas, y por su aporte en lo académico. A pesar
de compartir conmigo algunas de mis frustraciones, con esfuerzo y dedicacion salieron adelante y
fueron un ejemplo para mi. Gracias Consu por tu “todo se acomoda” que parece ser una regla
general del universo. Gracias también por brindarme desinteresadamente toda la informacién
relacionada con la técnica para la determinacidn de lipidos neutros, tan atil para el desarrollo de

esta tesis.

Al grupo de termodindmica, por permitirme hacer uso y abuso de sus instalaciones, cocina,

pava eléctrica, oficinas etc., e incluso de algunas de las personas del grupo.

A los compafieros de PLAPIQUI que me dieron dnimo en cada oportunidad, cada encuentro
de pasillo, e incluso a la distancia, como Pocho (Ciolino) y Willy (Mabe), mis psiquiatras preferidos.
Gracias Pocho por estar tan pendiente, y por las palabras, el aliento, y los chistes. Willy, gracias miles

por tu contencidn, por las charlas, y por ser tan tierno conmigo.

A los amigos, los bahienses (por nacimiento o por adopcién), que lograron hacerme extrafiar
con mucho carifio mi estadia en Bahia Blanca, y a los otros (marplatenses, portefios, cordobeses y

algunos etcéteras).

- viii -



A los tan bonitos colombianos, Pili y Andrecito, por abrirme siempre las puertas de su casa
del ritmo y su corazén, a mi y a la querida bando. Por quererme y aceptarme desde el principio. Por
los asados, fiestas, viajes, recitales, charlas, silencios, alegrias y tristezas compartidas, y por todo lo
gue vamos a seguir compartiendo. A Johanna, la colombiana cordobesa, por su energia desbordante,

y ser un sostén en momentos dificiles, casi sin conocerme. Por sus abrazos cdsmicos.

A los Pepis, Fran, Pau, y Elisa, por hacerme sentir que no soy la Unica loca en el mundo.
Gracias Eli por prestarme tu oreja tantas veces, por los mates, los recreos, la risa, y los odios

compartidos, y por ensefiarme a ver siempre la simplicidad de las cosas.

A todos los Cordobeses del IDTQ por adoptarme como una mas, por el aguante y por hacer
gue me vuelvan las ganas continuar mi carrera en investigacion, en especial a Raquel, la mami de
todos. Gracias por darme un lugar en ese grupo tan lindo donde a veces dan ganas de que sea lunes
para ir a trabajar. A Gera, por haber expresado en pocas palabras una de las mejores motivaciones
para terminar esta tesis. A Juan M. y José por hacer mi estadia cordobesa mas divertida, por hacerse
los malos pero quererme en secreto. Y a Juan R. por las charlas compartidas con mates en PLAPIQUI,

y con cervezas en Cérdoba.

A los compafiieros de asados, fiestas, paseos, choripanes en el parque, y partidas de poker.

No podria nombrarlos a todos porque seguramente me olvidaria de alguno.

A la mejor compafiera de oficina que me haya podido tocar, Danielita la mas, por alegrar mis
mafianas y dibujarme una sonrisa, quizds en mis peores momentos. Gracias calamity por las charlas,
por tu amistad y por tu energia. Por los trencitos, los viajes, las carpas, las frutigran, las minifiestas y

el tiro al blanco. Por compartir conmigo ese suefio de andar en ala delta que algun dia cumpliremos..

A Anita, por estar desde el comienzo, por las quejas, por la ayuda, por llevarme, por traerme,
por bajarme, y levantarme, y por esa sonrisa llena de dientes. Gracias Ani por ser mi compafiia en los
primeros momentos, y por alentarme tanto para que termine esta tesis. Por los viajes, mates
discusiones, las coincidencias y las diferencias, los recitales, y la organizacién de eventos ludicos

compartidos.

A Sole, que a pesar de no tener nada que ver con este mundo académico me ha
acompafiado durante todos estos afios. Por las carcajadas eternas, los recitales, y los afos de
amistad, por los negocios compartidos, como la venta de entradas vip, y los emprendimientos

teatrales de sombras chinescas en la costa. Gracias solcito por quererme tanto a pesar mis

-iX -



desapariciones constantes, por estar cuando mas te necesité, y a pesar de la distancia seguir siendo

mi mejor amiga, siempre.

A Nico, compafiiero de tantas cosas. Por ser quien me levanta y me sostiene. Por reir y llorar
conmigo, por empujarme, y también frenarme cuando hizo falta. Por cuidarme, y hacerme reir, por
darme la mano y no soltarme nunca, por la amistad, y por millones de cosas que no entrarian en
ninguna tesis, pero que todos los que nos conocen saben perfectamente. Gracias por acompafarme
a PLAPIQUI los fines de semana, por esas caminatas por la carrindanga llenas de charlas (que me
atraparon tanto que no quise soltarlas nunca mas), por ayudarme a ir a Gante sin tener todavia la
beca, y por ser el revisor de lujo de todos mis trabajos, incluyendo esta tesis. Gracias también por
todo lo demas, lo no académico, por aguantarme todos los dias, los malos y los buenos, por
ensefiarme tanto y hacerme creer que también aprendes conmigo, por tantas (tantas) cosas
compartidas, viajes, cocina, cine de los jueves, gatos, rondas de chistes, y sobretodo esta vida

ndmade que nos lleva y nos trae, pero siempre juntos.

A mis amores peludos, pucky, phoebe, sasha, bando, mandi, y karina, por ser tan tiernos e

incondicionales. Por acompanarme y ayudarme secretamente en mis estudios y al escribir esta tesis.

A mis hermanitos. A Diego, por haber sido mi ejemplo durante mis primeros afios, una
influencia en mi adolescencia y mis primeros contactos con la musica, la literatura, el cine, y el
mundo real. Gracias por cuidarme y estar siempre pendiente de mi, aunque te guste hacerte el chico
malo. A la pequefia y dulce Flor, por haberse convertido en la mas adulta de la familia y aconsejarnos
y retarnos a todos, tan sabiamente. Gracias Flori por tu energia, por tus sonrisas, por llenar de luz los

lugares por donde pasas, y por hacerme reir tanto.

Y el dltimo pero el mds importante, un agradecimiento enorme a mi mama, la responsable
de todos y cada uno de mis logros, por encontrar el equilibrio perfecto entre dejarme libre y
cuidarme a la vez, sin lo cual hubiese sido imposible llegar hasta este punto. Gracias por haber sido
siempre un ejemplo de fuerza, perseverancia y amor. Por intentar solucionar cada uno de nuestros
problemas, con esa energia de madre que quien sabe de donde sacan.. Por los abrazos, las corridas,
las preocupaciones, y por aceptar con una sonrisa la vida de hormiguita viajera que he adoptado

desde hace un tiempo. Por los rompecabezas..



RESUMEN

El complejo aceitero argentino es uno de los sectores de la industria alimentaria que ha
evidenciado mayor crecimiento durante los ultimos afnos. Localmente se manifiesta una
creciente necesidad de producir materiales elaborados con mayor valor agregado, tanto
para consumo interno como para exportacién. Argentina es uno de los principales
productores y exportadores de aceite de girasol (Helianthus annuus L.) y la industria local se
destaca por su avanzada tecnologia y alta competitividad. Los fosfolipidos (PLs) son
componentes naturales de las semillas oleaginosas que pasan al aceite durante el proceso
de extraccion. Estos compuestos deben ser removidos, ya que pueden depositarse durante
el transporte o almacenamiento del aceite crudo como asi también afectar su estabilidad y
caracteristicas sensoriales. Las gomas, producto del desgomado acuoso de aceites
vegetales, constituidas fundamentalmente por agua, PLs y aceite, podrian ser procesadas
secas (lecitina cruda) o desaceitadas para obtener productos con un mayor valor agregado

adecuados para ser usados como aditivos alimenticios.

En la presente tesis se propone estudiar la modificacion de lecitinas vegetales mediante la
hidrdlisis enzimatica de lecitinas crudas utilizando fosfolipasas libres para dar lugar a nuevos

productos de interés industrial.
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La tesis se estructura en ocho capitulos, en los Capitulos 1,y 2 se presenta una introduccion
tedrica que incluye una revisiéon bibliografica suministrando al lector los conocimientos
basicos sobre el area. En el Capitulo 3 se detallan los materiales utilizados y la metodologia
experimental llevada a cabo para las reacciones de hidrdlisis y las técnicas analiticas para
cuantificacién e identificacidon de los compuestos presentes en el sustrato y los productos.
En el Capitulo 4 se describe el disefio experimental para la hidrdlisis enzimatica de lecitina
cruda de girasol utilizando Lecitase® Ultra como catalizador, se presenta un estudio de las
condiciones 6ptimas o recomendables para la reaccidon, y se muestran los resultados
obtenidos para la caracterizacién de la materia prima y los productos de hidrdlisis,
hallandose que no era posible identificar ni cuantificar todas las especies de PLs con las
metodologias tradicionales. En el Capitulo 5 se presenta el desarrollo de una técnica
analitica para determinacidn de PLs y sus formas hidrolizadas mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de fdsforo (*'P-NMR), junto con una revisién de las distintas
técnicas analiticas normalmente utilizadas encontradas en bibliografia. En el Capitulo 6 se
reportan los resultados de la cuantificacion de PLs por este método, realizando el
seguimiento a diferentes tiempos de hidrdlisis. Luego en el Capitulo 7 se presentan los
estudios realizados para evaluar las propiedades estabilizantes de las lecitinas modificadas
en un caso especifico (emulsiones lacteas) y se analiza como varian las propiedades
observadas segun los distintos grados de hidrélisis y por ende segun la composicién de las

lecitinas.

Finalmente en el Capitulo 8 se presentan las conclusiones de los estudios realizados en esta
tesis, junto con sugerencias de trabajos futuros para su continuacion y/o profundizacion en

los temas tratados.
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ABSTRACT

In Argentina, the edible oil processing is one of the food industry areas with highest growing
levels in the last years. Locally, an increasing demand has arisen for the production of
manufactured materials with higher added value, both for internal market and for export.
Argentina is one of the major producers and exporters of sunflower oil (Helianthus annuus
L.), and the local industry is characterized for its advanced technology and high
competitiveness. Phospholipids (PLs) are natural components of oily seeds which are
extracted along with the oil in the extraction process and must be removed from the oil in
order to prevent their settling during crude oil shipping or storing. They also affect oil
stability and sensorial properties. Gums, which are by-products from the aqueous
degumming of vegetable oils and are constituted mainly by water, PLs and oil, might be
processed dried (crude lecithin) or deoiled, in order to obtain products with higher added

value, suitable for applications as food additives.

In this thesis, a study concerning the modification of sunflower lecithin by means of
enzymatic hydrolysis of crude lecithin using free phospholipases is proposed in order to

obtain new products of interest for industrial applications.
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The thesis is divided in eight chapters. In Chapters 1 and 2 a theoretical introduction is
presented, including a literature review to provide the reader with the basic concepts on the
topic. In Chapter 3 the materials and experimental methodology used for the hydrolysis
reactions, as well as the analytical techniques for the quantitation and identification of the
compounds present in the substrate and reaction products are described in detail. In
Chapter 4 the experimental design for the enzymatic hydrolysis of crude sunflower lecithin
using Lecitase® Ultra as catalyst is described, presenting a study of the optimal or
recommended reaction conditions. Raw material and hydrolysis products characterization
results are shown, concluding that it is not possible to identify and quantify all the PLs
species with the traditional methodologies. In Chapter 5 the development of an analytical
technique for the determination of PLs and their hydrolyzed forms by phosphorus nuclear
magnetic resonance spectroscopy (31P—NMR) is presented, together with a review of
different analytical techniques usually found in the literature. In Chapter 6 the PLs
guantification results using this method are reported for different hydrolysis times. In
Chapter 7 the evaluation of the stabilizing properties of modified lecithins in a specific
application (dairy emulsions) is presented, as well as an analysis of the variation of the
observed properties for different hydrolysis degrees and therefore for different lecithin

composition.

Finally, in Chapter 8 the conclusions of the thesis are summarized, together with future

work suggestions for the continuation and/or deepening of the studied topics.
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Capitulo 1 Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. EL GIRASOL

El girasol (Helianthus annuus L.) es una especie de la familia de las Asteraceae, originaria de
América del Norte. Su nombre deriva del griego “helios” que significa Sol, y “anthos” que
significa Flor. Esta planta fue introducida en Europa en el siglo XVI, y comenzd a tener
importancia como oleaginosa a comienzos del siglo XVIII, en Inglaterra. Su cultivo se
extendid rapidamente por Europa, pero fue en Rusia donde tuvo lugar el primer desarrollo
importante para su utilizacion como alimento y produccion de aceite comestible (Sdnchez-

Muniz & Cuesta, 2003; Grompone, 2005).

Segun la Asociacion Argentina de Grasas y Aceites (ASAGA, 2014), la producciéon mundial de
girasol del afio 2013 fue de 42,86 millones de toneladas, siendo la produccion argentina de
2,9 millones, es decir, aproximadamente un 7% de la produccién mundial, y ubicandose en el

cuarto lugar, lo que muestra la importancia de esta oleaginosa para nuestro pais.
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La produccién de girasol a nivel mundial tiene cuatro principales protagonistas: Ucrania, la
Federacidn Rusa, la Unidn Europea y Argentina, el Unico pais relevante en el hemisferio sur.
En Argentina el girasol se cultiva principalmente en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe,
Chaco y La Pampa, con algo de participacion del sur de la provincia de Cérdoba. El 92% del
grano de girasol producido en la Argentina es procesado. El 70% de ese valor se exporta
como aceite crudo a granel y harina proteica y el 30% restante como aceite refinado. A partir
del girasol se extrae un 42% de aceite, 42% de subproductos y 7% de desperdicio (Guiotto,

2014).

1.2. ACEITE DE GIRASOL

El aceite de girasol es uno de los principales aceites comestibles -tanto en volumen de
produccién como de consumo- en la Republica Argentina. En la Figura 1.1 se muestra el
promedio de litros de aceite refinado producidos por dia en Argentina durante los ultimos

anos (2008-2013) (Franco, 2014).

El rendimiento industrial de la obtencidn de aceite a partir de la semilla, asi como la calidad y
composicidn del aceite obtenido, depende tanto de factores ambientales como operativos a

nivel industrial.
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Figura 1.1. Promedio diario de produccion de aceite refinado de girasol en Argentina durante
el periodo 2008-2013. (Tomado de Franco, 2014)

En la Figura 1.2 se muestra un esquema del proceso de extraccion de aceite de girasol. La
produccidn de aceite de girasol comienza con la recepcion de las semillas, las cuales deben
ser almacenadas en condiciones Optimas de humedad y temperatura de manera de
minimizar el deterioro. El proceso de extraccidén de aceite normalmente comienza con un
prensado de las semillas descascaradas (pepas) y acondicionadas, obteniéndose una primera
fraccidn de aceite. La torta residual del prensado contiene un alto porcentaje de aceite, y es
sometida a un proceso posterior de extraccién con solvente (generalmente hexano).
Normalmente estas dos fracciones se mezclan obteniéndose el denominado aceite crudo.
Sin embargo el aceite crudo de prensa puede refinarse y comercializarse con Ia

denominacién de aceite virgen de prensado o sélo aceite virgen (Grompone, 2005).

Los aceites vegetales crudos estan constituidos mayoritariamente por triglicéridos (TGs).
Estos compuestos ampliamente conocidos estan formados por una molécula de glicerol
esterificada con tres moléculas de acidos grasos (AGs). Sin embargo, existen en el aceite
pequeiias cantidades de componentes no trigliceridicos, como los fosfolipidos (PLs),

esteroles, tocoferoles, carotenoides, clorofilas, mono y diglicéridos (MGs y DGs) y acidos

-5-
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grasos libres (AGLs), que pueden estar presentes en diferentes cantidades conforme las

caracteristicas y calidad de la materia prima de origen.

Recepcion Semillas

Secado y
Almacenamiento

Acondicionamiento

Descascarado

|——| cAscaras

|

| PEPAS l

Acondicionamiento
pepas

]

Prensado de pepas

|

ACEITECRUDO
] : DE PRENSADO

[ TORTA O EXPELLER ]

!

[ Extraccion por solvente ]

l

N
HARINA
PROTEICA

l PELLETS

ACEITECRUDO
DE EXTRACCION

|

ACEITE |,
CRUDO

Figura 1.2. Esquema del proceso de extraccion de aceite de girasol a partir de las semillas
(Adaptado de Melgarejo, 2003)
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Dependiendo del método de extraccion utilizado variara la composicion del aceite obtenido,
pero en todos los casos, los mencionados componentes minoritarios pueden afectar su
estabilidad durante el almacenamiento. Por ello, el aceite crudo debe someterse a un
proceso de refinacidon posterior que permita la remocién de estos compuestos indeseados y
asi mejorar la estabilidad, palatabilidad y calidad del producto final (Melgarejo, 2003;

Grompone, 2005; Cabezas, 2010).

1.3. PROCESO DE REFINACION DEL ACEITE CRUDO

1.3.1. ASPECTOS GENERALES

La refinacion del aceite crudo contribuye a la obtencidn de un producto con caracteristicas
organolépticas aceptables, tales como sabor y olor suaves, aspecto limpido y color claro, a la
vez que permite la remocion de ciertos compuestos minoritarios como iones metalicos o
productos de oxidacion, que pueden ser nocivos para la salud del consumidor. La
importancia de esta etapa radica en que la calidad y la estabilidad de los aceites vegetales
son los factores mas importantes en la aceptacién del producto final por parte del

consumidor (Brevedan y col., 2000; Givon & Tirtiaux, 2000)

La Figura 1.3 muestra las principales etapas de un proceso de refinacion quimico de aceites

vegetales.
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Figura 1.3. Esquema del proceso de refinacion quimico de aceites vegetales.

El Desgomado es la primera etapa del refinado y consiste en la remociéon de material
hidratable, como gomas (fosfolipidos), ceras mucilaginosas, sustancias proteicas, coloides o
particulas pequefias en emulsidn, etc., que con el tiempo pueden polimerizar y/o precipitar,
disminuyendo el rendimiento en las etapas subsiguientes y la calidad final del aceite (Erdelyl,
1988; Dijkstra & van Opstal, 1989). La Neutralizacion consiste en agregar un ligero exceso de

una soluciéon de hidréxido de sodio a fin de neutralizar los acidos grasos libres (responsables
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de la acidez del aceite). El material resultante pasa por centrifugas y alli se separan el aceite
neutro y las “borras de neutralizacion” (Guiotto, 2014). En la etapa de Blanqueado se elimina
la clorofila (un poderoso pro-oxidante del aceite), a la vez que se destruyen los
hidroperéxidos, se adsorben algunos de los productos secundarios de oxidacién y parte de
los compuestos coloreados. La etapa de Desodorizacion se utiliza para remover los
compuestos volatiles, principalmente aldehidos y cetonas, mediante destilacion por arrastre
con vapor a bajas presiones (Dudrow, 1983). Por ultimo la Winterizacion o Descerado
consiste en la insolubilizacién de ceras por cristalizaciéon mediante la disminucién de la
temperatura. Esta es una etapa de gran importancia ya que la presencia de ceras en aceites
vegetales puede traducirse en una apariencia turbia en el aceite a temperatura ambiente, lo
cual es un atributo no deseable para el consumidor. Luego de esta etapa y durante su vida
atil, el aceite no debe poseer turbidez aun a bajas temperaturas (Carelli y col., 2002b;

Grompone, 2005).

Ademas de la refinacion quimica descripta, existe también otro tipo denominada Refinacion
Fisica. Mas detalles sobre procesos de obtencidn industrial del aceite de girasol pueden

consultarse en Givon & Tirtiaux (2000), y Carrin & Carelli (2010).

En la actualidad existe un gran interés en la revalorizacion de los subproductos del proceso
de obtencidon de aceite e incluso de sus desechos y subproductos (Stepycheva y col., 2012).
En nuestro pais, debido al gran volumen de produccidn de aceite de girasol, la revalorizacion
de los subproductos generados en el proceso de extraccidn y/o refinacidén constituye una
interesante oportunidad. Entre estos subproductos se encuentran las gomas, constituidas
por una mezcla de fosfolipidos, agua y restos de aceite. La posterior deshidratacion de las

mismas da lugar al subproducto denominado lecitina. Cada fosfolipido constituyente
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contribuye a la funcionalidad de la lecitina, por lo que la modificacién de su estructura y/o

de su concentracidn posibilita ampliar las propiedades funcionales de la misma.

1.3.2. DESGOMADO ACUOSO

Existen en la actualidad distintas metodologias que pueden utilizarse para la etapa de
desgomado de aceites vegetales. Entre las mas comunes se encuentran el desgomado con

agua, el desgomado 4cido, el desgomado “soft” y el desgomado enzimatico.

La lecitina de girasol utilizada en esta tesis proviene de un proceso de desgomado acuoso,
por lo que esta metodologia se explicara con mayor detalle. Una revisién de todos los
métodos utilizados para el desgomado puede consultarse en Dijkstra & van Opstal (1989);

Givon & Tirtiaux (2000); Dijkstra (2011b).

El desgomado acuoso involucra el tratamiento térmico del aceite crudo con agua. El
principio del método se basa en la hidratacion de los fosfolipidos y el material mucilaginoso
con el propdsito de reducir su solubilidad en el aceite y, en consecuencia, facilitar su
remocion con la fase acuosa. En la Figura 1.4 se muestra un esquema del proceso de

desgomado acuoso, tomado de Cabezas (2010).

Las variables operativas del proceso (temperatura, tiempo de contacto y relacion de fases
acuosa/oleosa) influyen tanto en la cantidad de fosfolipidos removidos del aceite crudo

como en la calidad de las lecitinas obtenidas (Pany col., 2003).

En general se utiliza 1-3% de agua en el aceite crudo, aplicando una agitacion vigorosa con

tiempos que varian entre 10 y 60 min, dependiendo del proceso empleado.

-10 -
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Figura 1.4. Esquema del proceso de desgomado acuoso (Tomado de Cabezas, 2010).

Durante el mismo, la temperatura del aceite debe controlarse entre 60-80°C, ya que las altas
temperaturas favorecen la solubilidad de los fosfolipidos y, en cambio, las bajas
temperaturas incrementan la viscosidad, dificultando la separacién (O'Brien, 1998). La
adicién de agua posibilita la hidratacién de los lipidos polares presentes en el aceite,
haciéndolos insolubles. De esta manera, los fosfolipidos hidratados (junto con otros
compuestos como glicolipidos, carbohidratos, etc.) forman una goma con una densidad
especifica mayor que la del aceite, y de esta manera son facilmente removidos por
centrifugacién (van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008). Asimismo, también pueden adicionarse
pequefas cantidades (0,1-0,2%) de acido fosférico o citrico para convertir los restantes
fosfolipidos no hidratables (sales de Ca y Mg) en fosfolipidos hidratables y asi poder
extraerlos de la matriz oleosa, mediante centrifugacién. Los fosfolipidos facilmente
hidratables son la fosfatidilcolina (PC) y el fosfatidilinositol (Pl) y los menos hidratables son el
acido fosfatidico (PA) y la fosfatildiletanolamina (PE); como pudo comprobarse al comparar
los perfiles de fosfolipidos de aceites desgomados con el crudo original encontrandose

mayores porcentajes de PA y menores de PC en el aceite desgomado (Carelli y col., 1997).

-11-
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El contenido de fosfoacilglicéridos en el aceite crudo de girasol depende del proceso de
extraccién utilizado para su obtencidn. En el aceite obtenido por extraccion con solventes el
contenido de PLs es mucho mayor que en el aceite extraido por prensado, por lo que segun
el proceso de extraccidon utilizado se tendran distintos rendimientos y variaciones en la

composicion de las lecitinas obtenidas (Grompone, 2005).

Las gomas obtenidas por centrifugacion contienen cerca del 50% de agua, 33% de material
insoluble en acetona (lo que equivale a un 20-25% fosfolipidos) y 17% de aceite (Hernandez

& Quezada, 2008; van Nieuwenhuyzen & Tomds, 2008).

Hace unos afios estas gomas, como subproducto del proceso de extracciéon de aceites
vegetales, eran agregadas a la harina proveniente de la etapa extraccion con solvente
(Figura 1.2). Esto permite aumentar el contenido de materia grasa y favorecer la adhesion
del pellet obtenido. Sin embargo, en los ultimos afios ha comenzado a verse la oportunidad
de obtener productos con un mayor valor agregado, adecuados para ser usados como

aditivos en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Debido al alto contenido de agua de las gomas, y a fin de evitar el deterioro microbiolégico y
minimizar los procesos de oxidacién, las gomas deben someterse rapidamente a un proceso
de secado a presion reducida y temperaturas inferiores a 80°C (Sinram, 1996; Pan y col.,
2003). En este proceso se obtiene la lecitina cruda, con un contenido de agua menor al 1,5%,
33% de aceite y 66% de materia insoluble en acetona aproximadamente, lo que representa

un 45-50% de fosfolipidos.

Como se vera mas adelante, es muy comun el uso de tecnologias para la modificaciéon de
lecitinas, por ello cabe aclarar que cuando nos referimos a lecitina nativa o sélo lecitina,

aludimos a la lecitina sin modificar (cruda o desaceitada).

-12 -
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1.4. LECITINAS

Con el nombre de lecitina se conoce comunmente a la mezcla de lipidos polares constituida

fundamentalmente por fosfolipidos.

Por su parte, la Lecithin and Phospholipid Society (ILPS) ha definido la lecitina como la mezcla
de fosfoglicéridos obtenidos de fuentes animales, vegetales o microbioldgicas, pudiendo
contener una variedad de sustancias como esfingofosfolipidos, triglicéridos, acidos grasos y

glicolipidos (Wendel, 2000).

Sin embargo la definicién principal de lecitina dada bajo el cédigo E-322 por la Unidén

Europea es:

Las lecitinas son mezclas o fracciones de fosfolipidos obtenidas por medio
de procedimientos fisicos a partir de sustancias alimenticias animales o
vegetales; incluyen asimismo los productos hidrolizados obtenidos por
utilizacion de enzimas adecuadas e inocuas. El producto final no debe

mostrar actividad enzimdtica residual.

Las lecitinas pueden ser blanqueadas ligeramente en medio acuoso
utilizando perdxido de hidrdgeno, pero dicha oxidacion no debe afectar

quimicamente a los fosfolipidos.

1.4.1. COMPOSICION DE LAS LECITINAS

En la Tabla 1.1 se muestra la composicion de lecitinas desaceitadas provenientes de distintas

fuentes de origen vegetal y animal (Schneider, 2008).

-13-
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Tabla 1.1. Composicion de lecitinas desaceitadas de diferentes fuentes. (Schneider, 2008)

Composicion de Fosfolipidos segtin su Origen (%)

Fosfolipidos Soja® Canola® Girasol® Maiz® Y::‘eav:e S:;‘r;rim::m
Fosfatidilcolina 22 25 25 30 74 27 86
Fosfatidiletanolamina 14 22 11 3 17 30 6
Fosfatidilinositol 12 15 19 16 1 2 2
Fosfoglicerol 2 - 1 1 1 _ 1
Acido fosfatidico 6 - 3 9 - 1
Esfingomielina - - - - 3 29 2
Lisofosfolipidos 2 19 - 5 2 - 2
Otros fosfolipidos 7 19 2 4 - 11 -

Las lecitinas de origen vegetal contienen también en estas fracciones glicolipidos y carbohidratos,

cuyo contenido porcentual completa el 100% de la fraccion.

Como puede verse, los fosfolipidos mayoritarios en las lecitinas de origen vegetal son

fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y acido fosfatidico (PA).

En general, la composicidn de acidos grasos que forman parte de los fosfolipidos refleja la

composicién de acidos grasos del aceite de origen, pero tanto la lecitina de soja como la de

girasol presentan un mayor contenido de acido palmitico y menor de acido oleico en relacion

al respectivo aceite, como se ilustra en la Tabla 1.2 (Carelli y col., 2002a; Dijkstra, 2011a).

-14 -
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Tabla 1.2. Composicion de dcidos grasos de lecitinas y aceites de soja y girasol (Adaptado de

Dijkstra, 2011a).

Soja
Acido graso Lecitina Aceite Lecitina Aceite

Palmitico (C16:0) 16 11 11 7
Estedrico (C18:0) 4 4 4 5
Oleico (C18:1) 17 23 18 29
Linoleico (C18:2) 55 54 63 58
Linolénico (C18:3n3) 7 8 0 0
Otros (C>18) 1 0 4 1

1.4.2. PROPIEDADES FUNCIONALES DE LOS FOSFOLIiPIDOS

Las lecitinas son utilizadas como estabilizantes y emulsionantes en numerosos productos

alimenticios, tales como panificados, quesos, derivados carnicos, lacteos, etc. Los niveles de

lecitina cominmente utilizados varian entre 0,2 y 1,0% (Hernandez & Quezada, 2008). Esta

funcionalidad estd intimamente ligada con la estructura quimica de los fosfolipidos.

Los fosfolipidos (PLs) son moléculas constituidas por una parte apolar, diacilo, y otra polar

donde se encuentran el grupo fosfato y el sustituyente X (Figura 1.5). La naturaleza del acilo

y el tipo de sustituyente X determinan la clasificacion, propiedades y funciones bioldgicas

del PL. Aquellos PLs que teniendo un solo grupo acilo en la posicion sn-1 o sn-2 del glicerol

estdn en sus correspondientes liso formas (monoacilglicerofosfolipidos) se denominan

lisofosfolipidos (ver mas adelante Figura 1.9).

-15-
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Figura 1.5. Estructura de los fosfolipidos principales presentes en lecitinas de origen vegetal
(AOCS Lipid Library).

Esta naturaleza anfifilica de la molécula le otorga propiedades surfactantes o estabilizantes
de emulsiones. Los fosfolipidos pueden estabilizar distintos tipos de sistemas con fases
inmiscibles, ubicdndose en la interfase. Esto crea una disminucién de la tensidn superficial
facilitando el mezclado de las fases y otorgandole estabilidad al sistema. Existen otros
mecanismos que permiten a los fosfolipidos actuar como estabilizantes de emulsiones, por
ejemplo en emulsiones mas complejas con presencia de otros compuestos como proteinas.

Este tema se describe con mayor profundidad en el capitulo 2.

La mayoria de los PLs son solubles en cloroformo, diclorometano, hexano, metanol, etanol,
isopropanol y piridina. Como se vera mads adelante, existen diferencias en el grado de
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solubilidad de algunos PLs en etanol, lo que permite el fraccionamiento de las lecitinas para
la obtencion de productos con composiciones diferentes a la original. Sin bien la lecitina
nativa no es soluble en solventes polares, es perfectamente dispersable en sistemas
acuosos. La naturaleza anfifilica de los PLs y lisofosfolipidos (LPLs), como resultado de la
presencia de grupos alquilo o acilo hidréfobos y grupos hidrdéfilos polares, les permite formar
agregados con el agua, tales como micelas, micelas inversas o vesiculas de doble capa. A
nivel fisiolégico, los PLs son los principales componentes de la membrana celular, y se
encuentran presentes en todos los organismos (lwasaki & Yamane, 2002; Szuhaj, 2005;

Carlsson, 2008).

Las lecitinas/fosfolipidos se "dispersan" en el agua con la formacién de un numero de
mesofases altamente ordenadas de cristal liquido. La formacién y la estructura de estas
fases estan relacionadas con la concentracion, la temperatura y también son inducidas por
los cambios de pH. Los fosfolipidos en soluciones acuosas tienden a maximizar la hidrataciéon
de los grupos polares y a minimizar el contacto con el agua de las cadenas hidrocarbonadas.
Esta capacidad espontdnea del sistema para evolucionar desde un estado desordenado a
estructuras definidas y ordenadas, responde a la necesidad de disminuir la funcion G
(energia libre de Gibbs) para el sistema planteado y resulta de gran importancia durante el
proceso de desgomado y en la formulacién de emulsiones. En la Figura 1.6 pueden
observarse las distintas formas y distribuciéon espacial de sustancias anfipaticas como los
fosfolipidos cuando se encuentran en un medio liquido. El tamafio del grupo polar influye en
la distribucion y empaquetamiento de las moléculas (Whitehurst, 2004; Penci, 2009;

Guiotto, 2014).
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Tal como se ha descripto, la estructura de los fosfolipidos determinara el tipo de agregado
gue formaran en la interfase. Por lo tanto, la modificacién de la molécula, ya sea en sus
grupos polares o en la zona no polar, podria provocar un cambio en la organizacion de los
fosfolipidos. El PI, al igual que la PC, forma estructuras lamelares muy ordenadas (Figura 1.6,
cono truncado y/o cilindro), favorecidas por la escasa repulsion de sus grupos polares.
Particularmente, la PC forma estructuras muy utiles en la fabricacién de liposomas. La PE, PS
y ocasionalmente PA (dependiendo del pH del medio) son fosfolipidos con una alta repulsién
en sus grupos polares, forman estructuras H; (Hexagonal invertida) (Figura 1.6, cono
truncado invertido) y presentan sensibilidad a los cambios de pH y a la presencia de metales

mono y divalentes (Carlsson, 2008; van Nieuwenhuyzen, 2014).
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Organizacion

Estructura y Fases

Moléculas anfipaticas de
cadenasimple con un grupo
polar grande.

Fase: Micela hexagonal H,

| Cono

Moléculas anfipaticas de
cadenasimple con un grupo
polar pequeiio o de doble
cadena con un grupo polar
grande.

Fase: Laminar flexible

Cilindro

Moléculas anfipaticas de
doble cadena con un grupo
polar pequeiio.

Fase: Laminar cubica

7 !c_',’ “_3
I !l Cono
} | truncado
<" " invertido

Moléculas anfipaticas de
doble cadena con un grupo
polar pequeno, o anfipaticas
no iénicas con cadenas
poliinsaturadas.

Fase: Micelas inversas
hexagonal H;,

Figura 1.6. Estructura y comportamiento de moléculas anfipdticas (Tomado de Penci, 2009).

En la Figura 1.7 se muestran ejemplos de las distintas conformaciones que adoptan la PCy

LPC en una emulsion de aceite en agua (o/w) y la PE en una emulsidon de agua en aceite

(w/o).
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Fosfatidilcolina Fosfatidiletanolamina Lisofosfatidilcolina
(PC) (PE) (LPC)

Fase: Lamelar Fase: Micela Fase: Micela
Inversa Hexagonal Hexagonal

Figura 1.7. Ejemplo del comportamiento de fosfolipidos (PC y PE) y lisofosfolipidos (LPC) en la
interfase de una emulsion (Tomado de van Nieuwenhuyzen, 2014).

Por su parte, se considera que los lisofosfolipidos adoptan una forma de cono (o cono

invertido, segun el medio), es decir que no son formadores de bicapa. (Nguyen et al., 2014).

Las propiedades emulsionantes de las lecitinas a menudo se caracterizan mediante su valor
de balance hidrofilico-hidrofébico (HLB). Este valor varia entre 1 y 20, en donde 1
corresponde a un surfactante soluble en aceite y 20 a un emulsionante completamente
soluble en agua. Lecitinas tipicas con 62% de insolubles en acetona tienen un valor HLB de
aproximadamente 4. Las lecitinas desaceitadas tienen valores de alrededor de 7, y las
lecitinas modificadas quimicamente (por ejemplo, hidroxiladas) muestran valores superiores

a 10 (Szuhaj, 2005).
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1.4.3. CARACTERIZACION DE LECITINAS

Las especificaciones que deben cumplir las lecitinas para ser consideradas de grado
alimentario se encuentran reguladas por el Codex Alimentarius de la FAO/OMS, la Unién
Europea bajo el cddigo E322 y el Food Chemical Codex de la FDA, estando enmarcada en la
lista de sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS), sin limitacion en lo que

respecta a la ingesta diaria admisible (Cabezas, 2010).

Varios métodos son utilizados habitualmente para la determinacién de las especificaciones
durante la produccién, control de calidad y la comercializacién de lecitinas. A continuacion

se describen brevemente algunas de las determinaciones asociadas a su calidad:

Materia Insoluble en Acetona (MIA):

La cantidad de materia insoluble en acetona (MIA %) brinda informacién sobre la cantidad
aproximada de fosfolipidos, glicolipidos e hidratos de carbono, ya que el aceite y los acidos

grasos se disuelven en acetona.
Valor Acido:

El valor acido (VA) expresa la acidez titulable en la lecitina en mg KOH/g de muestra, y
representa la acidez dada a la mezcla por los PLs y AGLs. Normalmente el contenido de AGLs
del aceite crudo es bajo, por lo que un alto VA en lecitinas liquidas es en general originado
por el agregado de AGLs destilados para modificar la viscosidad del producto. Para
determinar la acidez otorgada sélo por los AGLs, el método correcto es titular sélo la porcién
soluble en acetona, eliminando cualquier contribucion de los PLs al VA (Braverman, 1999;

van Nieuwenhuyzen & Tomads, 2008).
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Insolubles en Hexano (IH):

La materia insoluble en hexano (MIH) es una medida de la pureza de la lecitina. Por lo
general estd formada de fibra residual, pero a veces particulas contaminantes pueden
introducirse durante el proceso (ej. auxiliares de filtracion). El nivel de MIH en la lecitina
cruda no debe exceder el 0,3% y rara vez supera el 0,1%. La MIH de lecitina es perjudicial

para la claridad y la facilidad de uso en algunas aplicaciones especificas (Braverman, 1999).

Contenido de Agua (Humedad):

Debido a que las lecitinas estan compuestas por sustancias hidratables siempre contienen
algo de agua. El contenido de humedad (H%) en la lecitina cruda en general es alrededor del
1% (m/m), y como maximo puede contener un 2%, para evitar contaminacion microbiana

(Whitehurst, 2004).

Otros:

Ademas la calidad de las lecitinas es determinada mediante otros parametros como la
viscosidad, el color, el perfil de fosfolipidos y/o acidos grasos, el contenido de metales
pesados, pesticidas y/o residuos de solventes, calidad microbioldgica, etc. (Whitehurst,

2004; van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008).

1.5. PROCESOS DE MODIFICACION DE LECITINAS

Las propiedades quimicas vy fisicas de los PLs dependen de sus estructuras moleculares.
Dicha estructura puede modificarse por via fisica, quimica y enzimatica con el propdsito de

obtener un producto con propiedades fisioldgicas y tecnoldgicas que no posee el PL original.
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(Baeza Jiménez, 2013). Las modificaciones mas ampliamente empleadas son (i) la
modificacion de las moléculas de fosfolipidos por via enzimatica o quimica, (ii) la separacién
fisica del aceite en lecitinas crudas (desaceitado), y (iii) el fraccionamiento de las diferentes
clases de fosfolipidos. A continuacidon se describen las tecnologias mas utilizadas en la

modificacion de lecitinas.

1.5.1. MODIFICACION QuiMICA

Los métodos quimicos empleados para la sintesis y modificacién de los PLs incluyen la
hidrélisis para producir lisofosfolipidos, la hidrogenacion e hidroxilacién de dobles enlaces en
la cadena de &acidos grasos y la acetilacién del grupo amino en PE (Guo, Vikbjerg, & Xu,
2005). Los objetivos principales de la modificacion quimica consisten en proveer a los
compuestos de una estructura quimica definida para una evaluacién precisa de los procesos
bioquimicos y de la actividad especifica de las enzimas, preparar andlogos de bioactivos
naturales para el desarrollo de medicamentos novedosos y el desarrollo de procesos de bajo
costo y de facil escalado para productos potencialmente aplicables. Quimicamente se han

obtenido PLs de productos naturales y semisintéticos.

La hidroxilacion de los AGs insaturados de los PLs se lleva a cabo con peréxidos y acidos

organicos, vy las lecitinas obtenidas son mas hidrofilicas.

La acetilacion consiste en la modificacion del grupo amino de la PE, que reacciona con
anhidrido acético obteniéndose PE-acetilada, mejorando las propiedades emulsionantes o/w

de la lecitina.
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1.5.2. MODIFICACION POR FRACCIONAMIENTO

1.5.2.1. REMOCION DE ACEITE RESIDUAL (DEOILING)

El aceite residual de la lecitina cruda puede separarse para obtener lecitinas desaceitadas o
de-oiled. Los métodos mas comunmente utilizados son: separacién con acetona, extraccion
supercritica con CO,, extraccién cuasi-critica con propano, y tecnologias de membrana.
Mayor detalle sobre estas tecnologias puede consultarse en van Nieuwenhuyzen & Tomas

(2008).

1.5.2.2. FRACCIONAMIENTO DE FOSFOLIPIDOS

Los PLs presentan diferencias entre si en la solubilidad en distintos solventes. Esta propiedad
es utilizada para la obtencién de fracciones con caracteristicas diferenciadas. El uso de
etanol absoluto y/o soluciones etandlicas para el fraccionamiento es el método mas
utilizado, ya sea en forma individual o en conjunto con una etapa de separacidon
cromatogréfica para aumentar la pureza (van Nieuwenhuyzen, 1999; van Nieuwenhuyzen &

Tomas, 2008).

La PC se disuelve en etanol o soluciones etandlicas con mayor facilidad que los otros
fosfolipidos mayoritarios. Esta caracteristica permite fraccionar las lecitinas nativas en
fracciones solubles (enriquecidas en PC) e insolubles (enriquecidas en Pl) en etanol (Cabezas
y col., 2009). Ambas fracciones son de gran interés en la industria alimentaria debido a sus
propiedades tecnoldgicas. La fraccidn soluble mejora la capacidad de emulsificacién en
emulsiones aceite en agua (o/w), mientras que la fraccion insoluble se utiliza en emulsiones

de agua en aceite (w/0). El proceso de fraccionamiento con etanol se puede utilizar para
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modificar la composicion de lecitinas nativas y modificadas. Las fracciones de PC de alta
pureza (98%) son producidas casi exclusivamente para su aplicacion en la industria
farmacéutica; su alto costo de obtencidén hace que su uso como emulsificante a gran escala
sea prohibitivo para la industria alimentaria. No obstante, estas fracciones son utilizadas
para la formacion de liposomas en el encapsulamiento de componentes de alto valor en los
alimentos como antioxidantes o componentes del flavor (van Nieuwenhuyzen & Tomads,

2008).

1.5.3. MODIFICACION ENZIMATICA

Las lecitinas modificadas por hidrélisis enzimatica presentan ventajas tecnoldgicas vy
comerciales con respecto a las lecitinas nativas, gracias a su gran capacidad como
emulsionantes o/w. Las variables operativas que afectan la actividad de las lipasas o
fosfolipasas, y por lo tanto el proceso de hidrdlisis, son numerosas. Entre ellas se encuentra
el pH, la temperatura, la presencia de cofactores, sales y solventes organicos (Guo y col.,

2005; van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008; Penci, 2009).

En las reacciones de hidrélisis una molécula de agua realiza el atague nucleofilico y la

reaccion hidrolitica es promovida por la enzima correspondiente.

Las lipasas son enzimas ampliamente utilizadas para la obtencidon de lipidos modificados, con
importantes aplicaciones en la industria de alimentos. En términos generales, la estructura
de las lipasas contiene un elemento mévil denominado lid, constituido por dos cadenas de
aminoacidos (a-hélices) que funciona como una especie de tapa en el sitio activo de la
enzima. Cuando estas cadenas se encuentran hacia afuera, permiten la unién del sustrato

con la enzima y asi ésta puede catalizar la reaccion (Gutiérrez y col., 2007; Penci, 2009).
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Las fosfolipasas, son un grupo de enzimas que actuUan en diferentes sitios dentro de la

estructura de los fosfolipidos, y segun esto se clasifican en Ay, A,, B, C, y D (Figura 1.8).

LIPASAS . A,
B (0]
\) |
0 CH, 0 G R,
| |
R,— C—0 CH 0
| |
CH, o) P X
A | '\
o
C D

Figura 1.8. Distintos tipos de lipasas y fosfolipasas utilizados para la modificacion enzimdtica
de lecitinas, segun su especificidad.

Tanto las lipasas como las fosfolipasas Aj, A, (PLA; y PLA;) y B hidrolizan los fosfolipidos en la
posicién sn-1 (lipasas, PLA; y PLB) y sn-2 (PLA, y PLB) produciendo lisofosfolipidos y acidos
grasos libres (AGLs). En la Figura 1.9 se muestra la nomenclatura de los PLs y LPLs segun la

posicidon de los AG (R; y Ry).

Por otra parte, la fosfolipasa C ataca el enlace entre el glicerol y el grupo fosfato,
obteniéndose diglicéridos (DGs), y la fosfolipasa D, ataca el enlace entre el grupo fosfato y el

sustituyente, obteniéndose acido fosfatidico (PA).
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—%_CEJE)—R; _ q}——— Posicién sn-1 —OH — COOR;
—:r_CEJ_O;(; - H:H Posicion sn-2 —COOR, —OH
— PO, X —PO;X —PO;X
PL 1-LPL 2-LPL
(fosfatidil-X) (1-lisofosfatidil-X) (2-lisofosfatidil-X)

Figura 1.9. Esquema de moléculas de fosfolipidos (PL) y lisofosfolipidos (LPL) y ejemplos de su
nomenclatura segun la posicion del dcido graso.

Los lisofosfolipidos, al perder un AG en la molécula, poseen un cardcter hidrofilico mucho
mayor que los PLs. Por ello las lecitinas hidrolizadas con alto contenido de LPLs (/isolecitinas)
tienen propiedades emulsionantes mejoradas actuando en sistemas o/w. (lwasaki &

Yamane, 2002)

El tipo de enzima mas comuUnmente utilizado para la obtencidn de lisofosfolipidos es la PLA,.
Sin embargo, con el advenimiento de la disponibilidad comercial de PLA;, varios autores
comenzaron a estudiar la modificacion de aceites vegetales y lecitinas de diferente origen

utilizando este tipo de enzimas (Vijeeta y col., 2004; Penciy col., 2010; Estiasih y col., 2013).

Para el desarrollo de esta tesis se ha seleccionado la enzima Lecitase® Ultra para la hidrélisis
enzimatica de lecitina cruda de girasol. Esta enzima se encuentra dentro de la categoria de
fosfolipasas con actividad A1 (PLA,), y presenta la ventaja de ser una enzima proveniente de
microorganismos, lo que facilita su produccion a escala industrial, y los productos obtenidos
entrarian dentro de la clasificacion kosher, en contraste con la ya mencionada PLA,, que se

obtiene de glandulas de porcinos (Penci, 2009). Ademas, al hidrolizar la posicién sn-1 del PL,
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donde en general se encuentran en mayor proporcién AGs saturados, los LPLs resultantes de
la hidrélisis con PLA; podrian presentar mayor contenido de AGs insaturados, lo que le

podria conferir mayor cardcter hidrofilico (Estiasih y col., 2013).

La nomenclatura para la PLA; segln la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia

Molecular (IUBMB) es 3.1.1.32 (Aloulou y col., 2012).

Es importante destacar que el uso de enzimas como alternativa a los procesos quimicos para
la obtencién de productos con propiedades caracteristicas en la industria, brinda una
alternativa limpia y amigable con el ambiente. En los ultimos afos, ha crecido
considerablemente la demanda de procesos no contaminantes, que consuman menos
energia, y disminuyan los costos: en este contexto, la tecnologia enzimatica aparece como

una muy buena alternativa (Aloulou y col., 2012).

1.6. APLICACIONES DE LAS LECITINAS Y PERSPECTIVAS

En la industria de alimentos las lecitinas son unos de los emulsionantes mas ampliamente
empleados. Existen numerosas aplicaciones de los productos de lecitina en la industria
alimentaria, siendo hoy en dia uno de los aditivos mas utilizados y versatiles. Como grupo,
pueden usarse para estabilizar tanto emulsiones w/o como o/w. Sin embargo, a pesar de
gue son aplicadas en un amplio rango de aplicaciones, aun es dificil encontrar datos
sistematicos acerca de las propiedades emulsionantes y su correlacién con las aplicaciones.

Por ello es muy importante conocer la composicion de los distintos tipos de lecitinas
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utilizadas en las diferentes aplicaciones y lograr correlacionar la composicién con sus

propiedades surfactante (Nguyen vy col., 2014).

En el mercado las lecitinas estan disponibles en forma fluida y sdélida dependiendo de su
contenido de aceite, y en forma de polvos (lecitinas desaceitadas). También se encuentran
disponibles distintas lecitinas modificadas en su contenido de fosfolipidos, como fracciones

enriquecidas en PC o PI.

Las lecitinas nativas y modificadas se utilizan en un amplio rango de aplicaciones
industriales: nutricionales, alimenticias, farmacéuticas, cosméticas, etc. (Braverman, 1999;
Wendel, 2000). En la industria alimentaria, las lecitinas representan un aditivo
multifuncional en la elaboracién de chocolate, panificados, productos instantdneos,
margarinas y mayonesas, entre otros. En particular, las lecitinas hidrolizadas
enzimdticamente pueden presentar ventajas tecnoldgicas y comerciales con respecto a las
lecitinas nativas: (1) mejores propiedades emulsionantes o/w; (2) mayor estabilidad de la
emulsidon en condiciones acidas y en presencia de sales; (3) capacidad mejorada de ligar

proteinas y almidones; (4) excelentes propiedades desmoldantes (Cabezas y col., 2012).

En consecuencia de ello, la demanda de lisolecitinas se ha incrementado en afios recientes, y
el mercado de las lecitinas en general (nativas y modificadas) se encuentra en constante
expansion y evolucién, surgiendo nuevas aplicaciones y desafios tecnoldgicos para los

productores (van Nieuwenhuyzen, 2014).

En los ultimos afios, ciertas tendencias por parte de los consumidores de la Unién Europea
(UE) reflejadas en requerimientos comerciales, han llevado a un cambio importante en las
importaciones de lecitina de ese grupo de paises. Argentina se encuentra dentro de los

paises mas importantes en este cambio, aumentando significativamente sus exportaciones
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de lecitina a la UE en los ultimos 10-12 afios. Segun van Nieuwenhuyzen (2014), estos
cambios se deben a un incremento en la disponibilidad de productos provenientes de lo que
se denomina organismos de identidad protegida (es decir, que no fueron modificados
genéticamente), tales como la soja no transgénica en Brasil e India, y el girasol en Argentina.
Esto puede observarse en la Figura 1.10, donde se muestran las importaciones de lecitina

recibidas por la UE desde el afio 2002, segln el pais de origen.

A nivel mundial, la mayor parte de la soja sembrada proviene de semillas modificadas
genéticamente (GMO, del inglés Genetically Modified Organism). La expansién de las
semillas de soja GMO fue muy rdpida debido a su alta resistencia a herbicidas. El uso de
GMOs en ingredientes o aditivos alimenticios resulta de gran preocupaciéon por parte de los

consumidores, especialmente en Europa, el mayor importador de lecitinas de nuestro pais.

Como resultado de ello, se ha abierto una oportunidad en el mercado para productos que no
provengan de organismos genéticamente modificados (no-GMO), entre los que se

encuentran las lecitinas de girasol (WHO, 2013).

A pesar de que el contenido de fosfolipidos en el girasol es menor que en la soja, la lecitina
de girasol se ha vuelto muy popular en la ultima década, no sélo por el interés de no
consumir GMOs sino también por las posibles reacciones alérgicas que pueden causar los
productos derivados de la soja (Nguyen et al.,, 2014). Reemplazar la lecitina de soja por
lecitina de girasol, permite a las industrias manufactureras de alimentos evitar rotular sus
productos como alergénicos por su contenido de soja, si no contienen otros componentes

alergénicos.
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Figura 1.10. Importaciones de lecitina de la Unidon Europea provenientes de los paises
exportadores mds importantes, en el periodo 2002-2012 (Tomado de van
Nieuwenhuyzen, 2014).

Segun lo reportado por van Nieuwenhuyzen (2014), a pesar de que el mercado de lecitina ha
estado creciendo de manera constante, hoy en dia se estima que sélo el 15-20% de las
gomas son procesadas para obtener lecitinas con estandares de calidad que permitan su
utilizacion como compuestos funcionales de gran valor en la industria farmacéutica y de
alimentos. Por ello es de gran utilidad aportar conocimientos para la implementacion de
procesos que aporten valor a estos subproductos del proceso de refinacidn de aceites

vegetales.
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1.7.

OBJETIVOS DE LA TESIS

OBIJETIVO GENERAL:

El objetivo general de esta tesis es aportar conocimientos para el aprovechamiento de la

goma proveniente del desgomado acuoso en la elaboracion de aceites vegetales, mediante

la obtencion de un derivado oleaginoso de mayor valor agregado utilizando una tecnologia

“limpia” como es la enzimatica.

OBIETIVOS ESPECIFICOS:

Para lograr este objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

1.

Estudiar a escala de laboratorio la modificacion por hidrdlisis enzimatica de
lecitinas crudas de origen vegetal, en particular las obtenidas a partir de aceite
de girasol, utilizando una enzima con actividad fosfolipasa (PLA;), analizando la
influencia de distintas variables operativas sobre la cinética de reaccién vy la
eficiencia del proceso segun los productos obtenidos, determinando las

condiciones éptimas o recomendables.

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente la materia prima y las lecitinas
modificadas mediante hidrdlisis, implementando o desarrollando las técnicas

analiticas necesarias.
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3.

Evaluar los efectos de la modificacion enzimatica de la lecitina en su calidad
como emulsionante/ estabilizante. Para ello se estudiara el comportamiento de
emulsiones complejas que simulen una emulsién alimenticia real, con el

agregado de las lecitinas crudas y modificadas.

Establecer el efecto de la composicién de los productos obtenidos seguin el grado

de hidrdlisis de la lecitina en las propiedades de las emulsiones estudiadas.
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2. EMULSIONES: PROPIEDADES Y FUNDAMENTOS

En este capitulo se describen los conceptos tedricos y generales de las emulsiones,

intentando dar al lector una breve introduccion en el tema.

2.1. INTRODUCCION

Una emulsiéon es una dispersion compuesta por la mezcla de al menos dos fases inmiscibles.
Una de las fases se encuentra en forma de gotas (fase dispersa) dentro de la otra (fase
continua). Desde el punto de vista termodindmico es considerado un sistema metaestable,
por lo tanto, las influencias quimicas, fisicas y microbioldgicas a las que esté expuesta
durante su manufactura, transporte y almacenamiento, pueden producir facilmente su
desestabilizacidn originando cambios visibles en la emulsidn. Estos cambios pueden ser
provocados por temperatura, exposicion al calor, presién externa, etc. (Brummer, 2006).

Las emulsiones alimenticias tienen su origen en la naturaleza y han ido evolucionando junto

con los avances en las técnicas de procesamiento de alimentos. El desarrollo de los
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emulsionantes sintéticos, que comenzaron a ser ampliamente usados recién en la segunda
mitad del siglo XX, fue impulsado por la industria de los alimentos procesados, que requeria
productos estables para ser distribuidos a través de los canales de consumo masivo
(Hasenhuettl, 2008; Schneider, 2008).

En la mayoria de las emulsiones alimenticias los didmetros de gota varian entre 0,1-100 um,
y generalmente sus componentes inmiscibles son agua y aceite.

Las emulsiones pueden ser clasificadas de acuerdo con la distribucidn de las fases oleosa y
acuosa. Un sistema en el que hay gotas de aceite dispersas en una fase acuosa se denomina
emulsion aceite en agua o emulsion o/w (oil in water). Ejemplos de este tipo de sistema en
alimentos son las mayonesas, la leche, cremas, salsas, etc. (Figura 2.1 A). Un sistema que
consiste en gotas de agua dispersas en una fase oleosa se conoce como emulsidn agua en
aceite o emulsion w/o (water in oil), como por ejemplo, la margarina o la manteca (Figura
2.1 B). Ademas, existen emulsiones multiples, llamadas asi por contener en la fase dispersa

una emulsion (o/w/o o w/o/w).

Fase Dispersa Fase Continua
(gotas)

OOO Agua (w)

.. Aceite (o) -
O

Emulsion Emulsion
o/w w/o

Figura 2.1. Representacion esquemdtica de diferentes tipos de emulsiones segun sus fases
dispersa y continua. A: emulsion aceite en agua (o/w) y B: emulsion agua en
aceite (w/o).
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Los emulsionantes modernos son en su mayoria aditivos con propiedades surfactantes que
reducen la tensidn superficial de la fase dispersa de la emulsion. Este tipo de compuestos se
dice que presentan actividad superficial. Estos incluyen a los agentes espumantes,
antiespumantes, humectantes, detergentes y solubilizantes. Puede lograrse una gran
variedad de estructuras de emulsiones dependiendo del emulsionante utilizado, su
combinacidn con otros estabilizantes y su concentracion en el producto (Brummer, 2006).

En la Figura 2.2 se muestra un esquema de los surfactantes mas utilizados en emulsiones
alimenticias (proteinas, lecitinas y monoglicéridos), estabilizando una gota de aceite en una

emulsion o/w.

PROTEINA OYNH }

C
Q. L ’
yuu PARTICULA
SOLIDA
_.CH
{ NH \c
OCO—CH,
Hi0C0 0CO—CH
tl:uou u,c—o—l °
CH,OH ‘T—
OR
MONOGLICERIDO LECITINA

Figura 2.2. Esquema representativo de la disposicion de las proteinas, monoglicéridos y
lecitinas, al emulsionar una gota de aceite en una fase continua acuosa
(Adaptado de Hasenhuettl, 2008).
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2.2. FORMACION DE UNA EMULSION

El primer paso en la formacién de una emulsidn estable es la dispersion de una fase en la
otra. Un factor critico en el proceso de emulsificacion es la formacién de una capa
monomolecular del emulsionante en la interfase aceite-agua. La formacién de una emulsién
conlleva un aumento considerable en el drea superficial de las gotas dispersas en la fase
continua, que depende del numero y tamafio de las gotas. Para lograr formar y dispersar
estas gotas, es necesaria la aplicacién de una gran cantidad de energia (o trabajo), siendo los
métodos mas comunmente utilizados para ello, la agitacién mecanica y la homogeneizacién.
Los compuestos surfactantes, al disminuir la tension superficial en las gotas, reducen la
cantidad de trabajo que hay que aplicar para formar la emulsién (Artz, 1990; Whitehurst,
2004).

En los Estados Unidos, al igual que en varios paises, los emulsionantes de uso alimentario,
junto con otros aditivos, estdn regulados por la Administracion de Drogas y Alimentos (en
Inglés, Food and Drug Administration o FDA). Existen dos tipos de aditivos segun esta
regulacidn: sustancias aceptadas como GRAS, del Inglés: Generally Recognized as Safe,
(Generalmente reconocidos como seguros) (21CFR184); y aditivos directos (21CFR172). Las
sustancias que han sido reconocidas como GRAS, dentro de las que se encuentran las
lecitinas, normalmente tienen regulaciones menos estrictas (Gunstone, 2008; Hasenhuettl,

2008).
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2.3. ESTABILIDAD DE EMULSIONES

El término estabilidad en una emulsién se refiere a la capacidad de la misma para resistir los
cambios en sus propiedades a través del tiempo; cuando mas estable es una emulsién, mas
lento es el proceso de cambio en sus propiedades (McClements, 1999). Existen varios
pardmetros que pueden alterar dramaticamente el caracter de la emulsion, y muchos son
propios de las emulsiones alimenticias, como la presencia de algunos ingredientes (por
ejemplo, proteinas), que presentan actividad superficial. Las condiciones de operacién
industrial o condiciones de procesado de alimentos, asi como las de almacenamiento,
pueden afectar la estabilidad de una emulsién. Los procesos que requieren altas

temperaturas como la esterilizacidn, son un ejemplo de ello.

2.3.1. PROCESOS DE DESESTABILIZACION

Como ya se ha dicho, las emulsiones son sistemas metaestables; es decir que si bien son
termodinamicamente inestables, pueden adquirir cierta estabilidad cinética cuando se
controlan los procesos de desestabilizacion fisica. Dichos procesos pueden ser: separacién
gravitacional, floculacion, coalescencia, coalescencia parcial, desproporcion e inversién de
fases (McClements, 1999). Algunos de los mismos de describen a continuacién, y se

esquematizan en la Figura 2.3.
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D
Emulsién @ ®
Cinéticamente ’ .
Estable e

- P
¢ @

Cremado  Sedimentacion  Floculaciéon Coalescencia
(creaming)

Figura 2.3. Esquema de los mecanismos de desestabilizacion de emulsiones mds comunes
(Adaptado de Neirynck, 2009).

Separacion gravitacional (cremado/sedimentacién): Es la separacion causada por el
movimiento ascendente (cremado en emulsiones o/w) o descendente (sedimentacion en
emulsiones w/o) de las gotas debido a su menor o mayor densidad que la fase continua,
respectivamente. De acuerdo a la ley de Stokes, la velocidad de cremado en una emulsién es
directamente proporcional al tamafio de la gota de la fase dispersa y a la diferencia de
densidades de las fases dispersa y continua, e inversamente proporcional a la viscosidad de

la fase continua.

Floculacidn: Las gotas en las emulsiones estan en movimiento continuo por efecto de la
energia térmica, la gravedad y las fuerzas mecdnicas aplicadas. Esto favorece la colisidén
entre gotas, que pueden apartarse o quedar agregadas, dependiendo de la magnitud relativa
de las fuerzas repulsivas y atractivas entre ellas. La floculacién es el proceso en el cual dos o
mas gotas se unen para formar un agregado (fléculo). Cada gota retiene su identidad, sin

fusionarse, llevando a una disminucién en el nimero de particulas presentes en la emulsién.
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Este proceso puede ser reversible o irreversible, dependiendo de las fuerzas que mantienen
unidas a las gotas. La floculacidn esta controlada por un equilibrio global entre las fuerzas de
atraccion (electrostdticas, de van der Waals, hidrofébicas, etc.) y de repulsion

(electrostaticas, estéricas, de hidratacion).

Coalescencia: Es un proceso que genera un aumento del tamano de las gotas y que conduce
a la reduccién del area interfacial. Se produce por aproximacién, choque, deformacién vy
ruptura de la pelicula interfacial. Las gotas individuales se unen perdiendo su identidad y
formando gotas mas grandes. Este proceso depende de la frecuencia, energia y eficiencia de
colisién entre gotas, como asi también de la resistencia y viscoelasticidad de la pelicula que
rodea las gotas. El aumento de tamafio de gota acelera el proceso de cremado o
sedimentacion de las emulsiones. En emulsiones o/w la coalescencia conduce a la formacion
de una capa de aceite en la parte superior de la emulsién (“oiling off”), mientras que en

emulsiones w/o lleva a la acumulacion de agua en la parte inferior.

Inversion de fases: Consiste en el cambio de una emulsién o/w a una w/o, o viceversa.
Puede producirse por una elevada fraccién volumétrica de fase dispersa o por efecto de

trabajo mecanico o aplicacién de calor.

2.3.2. DISTRIBUCION DEL TAMANO DE GOTA

Numerosas propiedades de gran importancia en las emulsiones, tales como la estabilidad en
el tiempo, la apariencia y la textura, estan intimamente ligadas con el tamano de las gotas de
la fase dispersa que contienen. Se dice que una emulsidn es “monodispersa” cuando el
tamaio de las gotas esféricas puede caracterizarse de manera completa e inequivoca a

través de un solo pardmetro: el radio (R) o el didmetro (D). Sin embargo, las emulsiones

-47 -



Capitulo 2 Emulsiones: Propiedades y Fundamentos

alimenticias son generalmente “polidispersas”, es decir, el tamano de todas las gotas varia
dentro de un rango definido. Por lo tanto, el analisis suele hacerse en términos de una

distribucion de tamarfio de gota (Cabezas, 2010).

La distribucion del tamafio de gota puede representarse como una curva continua: la funcion
de distribucion F(D;). La funcién de distribucién en numero F,(D;) se genera de manera tal
gue el area bajo la curva en el rango de dos didmetros D; y D; + dD; es igual al nimero de
particulas en dicho rango, n;, de tal manera que n; = F(D;) x dD;. A partir del mismo
razonamiento pueden generarse las correspondientes funciones de distribucion en
superficie Fs(D;) y en volumen F,(D;) asumiendo que las emulsiones estan formadas por gotas

esféricas:
Fy(D;) = nD%Fn(Di) (2.1)
F,(D;) = zmD}F,(D;) (2.2)
A partir de las funciones de distribucién pueden calcularse los distintos didmetros promedio:

D[1,0] = Zz"n” = 2100 (2.3)

_ Y. n;D? _ Y. n;D?

D[2,0] = o v (2.4)
_ ImD} _ ¥mD}
D[3,0] = S =N (2.5)
D[3,2] = ZnP (2.6)
’ Zn,-Dl? ’
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4
_ xn;D;
Y. n;D}

D[4, 3] (2.7)

La determinacion de los diametros promedio D[1,0] (en niumero), D[2,0] (en superficie) y
D[3,0] (en volumen) requieren el conocimiento del nimero total de gotas. No obstante,
puede prescindirse de dicha informaciéon mediante la utilizacién del didmetro promedio de
Sauter (D[3,2]) y del didmetro promedio de De Brouker (D[4,3]), cuyas férmulas no
contienen el numero total de gotas. Como puede verse, los valores de D[3,2] y de D[4,3] se

relacionan con las distribuciones en superficie y volumen, respectivamente.

Existen distintos métodos para la determinacién del tamafo de particula, siendo el mas
utilizado el de difraccion laser, en medio humedo. La determinaciéon experimental de la
distribucién del tamafio de particula debe hacerse en condiciones de alta dilucién y con
agitacion, de manera que las gotas se distribuyan de manera uniforme. Un pequefio
volumen de la emulsidn se coloca en un recipiente con agua y un haz de radiacién laser
incide sobre una celda interna transparente por donde recircula la emulsién diluida. La luz es
dispersada en distintos angulos por gotas de diferente tamafio, pasa por un complejo
sistema Optico e incide posteriormente sobre un arreglo de detectores obteniéndose un
patrén angular de luz dispersada. El software incorporado en el equipo permite traducir este

patrdén en la correspondiente distribucidon de tamafio de particula (McClements, 1999).

2.3.3. BALANCE HIDROFILICO-LIPOFILICO

El concepto de Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB, por sus siglas en inglés) tiene sus bases en

un método semiempirico ampliamente utilizado en la clasificacion de surfactantes.
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El HLB es un valor numérico que brinda informacion sobre la afinidad relativa de la molécula
del surfactante por las fases acuosa y oleosa. A cada surfactante se le asigna este valor en
relacion a su estructura quimica. Una molécula con un alto HLB presenta una mayor cantidad
de grupos hidrofilicos que lipofilicos, y viceversa. El HLB puede calcularse conociendo el tipo
y numero de los grupos hidrofilicos y lipofilicos presentes en la molécula o estimarse

experimentalmente a partir de su punto de niebla o “cloud point”.

Un agente emulsificante con un bajo HLB (3-6) es predominantemente lipofilico, se disuelve
preferentemente en la fase oleosa, estabiliza emulsiones w/o y forma micelas inversas en
aceite. En cambio, un emulsificante con un alto HLB (8-18) es predominantemente
hidrofilico, es decir se disuelve preferentemente en agua formando micelas y estabiliza
emulsiones o/w. Las moléculas con valores de HLB intermedios (6-8) no poseen una afinidad
preferencial hacia ninguna de las dos fases, y aquellas con un HLB inferior a 2 o superior a 18
no presentan actividad emulsificante, ya que se disuelven totalmente en alguna de las fases

y no migran hacia la interfase agua-aceite (Bergenstahl & Alander, 1997; McClements, 1999).

La lecitina cruda nativa presenta valores bajos de HLB (3-4) y funciona muy bien en
emulsiones w/o. Sin embargo, las lecitinas modificadas pueden funcionar tanto w/o como
o/w, dependiendo del tipo de modificacion y los parametros especificos del sistema (pH,
presencia de otros compuestos como proteinas, etc) (Braverman, 1999; Whitehurst, 2004;
Nguyen y col., 2014). En la Figura 2.4 se muestran ejemplos de valores HLB caracteristicos de

los diferentes tipos de lecitina, nativas o modificadas (Van Nieuwenhuyzen & Szuhaj, 1998).
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Emulsionantesw/o Emulsionanteso/w
2 4 6 8 10

HLB

Hidroxilada

Lecitina
Cruda

Hidrolizada

Acetilada Desaceitada

Figura 2.4. Valores de HLB para diferentes tipos de lecitinas nativas y modificadas (Adaptado
de Van Nieuwenhuyzen & Szuhaj, 1998).

2.3.4. EMULSIONES ESTABILIZADAS POR PROTEINAS

Las proteinas son moléculas con actividad superficial por lo que actian como emulsionantes
(surfactantes). Estas forman una fina pelicula cohesiva alrededor de las gotas de aceite, lo
que reduce la tensién superficial de la interfase agua/aceite, lo cual a su vez disminuye la
cantidad de energia requerida para formar la emulsién. Al formar una capa protectora
alrededor de las gotas de aceite, estabilizan la emulsién previniendo procesos de
coagulacion y coalescencia durante el almacenamiento. Existen productos que
naturalmente contienen proteinas (como los productos lacteos), y éstas son las responsables

principales de la estabilidad de la emulsiéon. Si se agregan otros surfactantes a este tipo de
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productos pueden tener efectos sinérgicos con las proteinas, o desplazarlos de la interfase

afectando la estabilidad de la emulsion.

Un ejemplo de una emulsién w/o estabilizada naturalmente por proteinas es la leche. En la
leche cruda, la grasa esta dispersa en forma de gotas pequefas con un didmetro promedio
de 4 um. Estos glébulos estan envueltos en una capa superficial denominada membrana del
glébulo de grasa (MFGM, del inglés: milk fat globule membrane). La misma estad compuesta
principalmente de proteinas, glicoproteinas, enzimas, fosfolipidos, triglicéridos, glicolipidos,
colesterol y otros componentes minoritarios. Esta capa actia como agente emulsificante
natural que evita la agregacion y coalescencia de las gotas de grasa en la leche cruda y las

protege de deterioro enzimatico y oxidativo (Neirynck, 2009).

Los componentes mayoritarios de la leche son agua, lactosa, grasa y proteinas. Estas ultimas
pueden dividirse en dos categorias: las denominadas caseinas, que precipitan a pH < 4,5; y
las denominadas proteinas del suero, que reciben ese nombre porque son las que

permanecen en el sobrenadante luego de la precipitacidén de las anteriores.

Las caseinas son fosfoproteinas que representan aproximadamente el 80% del total del
contenido de proteinas en la leche, dentro de las que se encuentran las a-, B- y K-caseinas.
Todas estas fosfoproteinas son moléculas flexibles que presentan un caracter anfifilico en su
estructura primaria y por ello en la leche se encuentran en forma de agregados
denominados micelas de caseina. Estas micelas son extremadamente estables frente a
tratamientos térmicos gracias a la formacién de laminas de moléculas de k-caseina, que al
extender su parte C-terminal en solucién, provocan repulsidon electrostérica contra la

agregacion de las micelas (Neirynck, 2009; Singh, 2011).
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Por otro lado, las proteinas del suero son tipicas proteinas globulares con estructuras
secundaria y terciaria bien definidas. El componente mayoritario de este grupo de proteinas
es la PB-lactoglobulina, mientras que la a-lactoalbumina, representa la segunda en
importancia. En contraste con la alta estabilidad de las caseinas, la exposiciéon de las
proteinas del suero a altas temperaturas provocan su desnaturalizacién lo que origina su

agregacién (Anema, 2009; Neirynck, 2009; Dissanayake & Vasiljevic, 2009).

Segun varios autores las proteinas del suero son las responsables de la inestabilidad térmica
de las emulsiones lacteas o/w. Euston y col. (2000) sugieren que las proteinas del suero que
se encuentran dispersas en la fase continua, que fueron desnaturalizadas por el calor,
forman complejos con las que se encuentran adsorbidas en la superficie de las gotas,
formando asi fléculos de gotas de aceite unidos por agregados de proteinas. Esto se

esquematiza en la Figura 2.5.

Proteina Desnaturalizada
No Adsorbida (B)

Proteina Adsorbida (A)

Figura 2.5. Representacion esquemdtica de la estructura que podrian presentar los
agregados en una emulsion ldctea o/w sometida al calor. El agregado se forma
por la interaccion entre proteinas adsorbidas (A) y proteinas desnaturalizadas
no adsorbidas (B) en la superficie de las gotas (Adaptado de Euston y col; 2000).
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Este fendmeno provocado por tratamientos térmicos, en el que se observan la formacion de
complejos entre las proteinas del suero desnaturalizadas con micelas de caseina u otras
proteinas del suero, se conoce como coagulaciéon térmica. Una revision mas profunda de
este proceso puede consultarse en Corredig & Dalgleish (1996); Verheul y col. (1998);

Oldfield y col. (2000); y Singh (2004).

Los productos lacteos, normalmente son sometidos a tratamientos térmicos para asegurar
su calidad microbioldgica, por lo que es de gran importancia evitar este fendmeno para

asegurar la estabilidad de la emulsién, y preservar las caracteristicas del producto.

Existen varios estudios que sugieren que las lecitinas tienen un efecto beneficioso sobre la
estabilidad térmica de este tipo de emulsiones, evitando la coagulacién inducida por altas
temperaturas (Hardy y col., 1985; Cruijsen, 1996; Fang & Dalgleish, 1996; Tran Le y col.,
2007; McSweeney y col., 2008; Kasinos y col., 2014). A esto se suma que McCrae (1999), Van
der Meeren y col. (2005), Cabezas y col. (2011), y Tran Le y col. (2011) han reportado que la
lecitina hidrolizada presenta mejores efectos de estabilizacion térmica de emulsiones o/w
qgue la lecitina nativa. Mds especificamente, Tran Le y col. (2007) han demostrado que la
lecitina de soja hidrolizada reduce significativamente las interacciones inducidas

térmicamente entre proteinas del suero y caseina.

Por lo expuesto en este capitulo se decidié evaluar el efecto de la modificacién enzimatica
de la lecitina cruda de girasol en su calidad como emulsionante, estudiando el efecto del
agregado de lecitina nativa y modificada en la estabilidad térmica de emulsiones lacteas.

Este estudio se describird en el capitulo 7.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA ANALITICA EXPERIMENTAL

En esta seccidon se describen los materiales utilizados para las reacciones de hidrélisis
llevadas a cabo en esta tesis, y las técnicas analiticas implementadas para la determinacién

cualitativa y cuantitativa de los compuestos involucrados en la reaccion.

Mas adelante, en el capitulo 5, se describe una técnica analitica desarrollada en esta tesis
para permitir la determinacidon cuantitativa y cualitativa de fosfolipidos y sus formas
hidrolizadas (lisofosfolipidos y glicerofosfolipidos) mediante resonancia magnética nuclear

de fosforo (**P-NMR).

Los materiales y metodologia experimental utilizados para evaluar el efecto de la
composicion de la lecitina modificada al ser aplicada como estabilizante en emulsiones de
proteinas lacteas sometidas a tratamiento térmico intenso, se describen luego en el

capitulo 6.
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3.1. MATERIALES

3.1.1. LECITINA

La materia prima utilizada como sustrato para la hidrdlisis fue lecitina cruda de girasol,
obtenida en el proceso de desgomado acuoso, y fue gentilmente donada por Oleaginosa
Moreno Hermanos S. A. (Argentina). En la seccidn 3.2 se describe la composicién de esta

lecitina y las distintas metodologias utilizadas para su caracterizacién.

3.1.2. ENzIMA

Como catalizador para las reacciones de hidrélisis se utilizd un preparado enzimdtico
comercial denominado Lecitase® Ultra, gentilmente donado por Novozymes (Bagsvaerd,
Dinamarca), en su forma libre. La enzima presenta actividad fosfolipasa A; (PLAy;
E.C.3.1.1.32). Es una carboxilico-hidrolasa de Termomyces lanuginosus/ Fusarium oxysporum
producida por la fermentacion sumergida de un Aspergillus oryzae genéticamente
modificado. La proteina enzimatica obtenida mediante ingenieria proteica, se separa del
organismo de produccién y luego se purifica. El contenido de proteina en el preparado

enzimatico es de 6,5% (datos otorgados por el proveedor).

En la Tabla 3.1 se detallan las especificaciones técnicas de la enzima utilizada en los ensayos

de hidrdlisis.
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Tabla 3.1. Especificaciones técnicas de la enzima utilizada como catalizador para las

3.1.3.

reacciones de hidrdlisis.

Enzima Fosfolipasa A; (PLA;) °

Nombre Comercial: Lecitase® Ultra

Forma fisica: Liquido color marrén

Origen: Fermentacidon sumergida de Aspergillus oryzae genéticamente modificado
Organismo de produccion: Aspergillus oryzae
Organismo donador: Thermomyces lanuginosus

Unidades™: 10000 Unidades lipasicas/ g

pH 6ptimo: No declarado

Temperatura 6ptima: No declarado

Requerimientos: No presenta

Inactivacion: No declarado

% Informacién suministrada por © Novozymes A/S (www.novozymes.com)

b . . " ) . . .
Medida de la actividad enzimatica que se refiere a la cantidad de lipasa requerida para
catalizar la reaccién de 1 umol/min de sustrato en condiciones determinadas de reaccion.

REACTIVOS Y SOLVENTES

3.1.3.1. ESTANDARES Y REACTIVOS

Una mezcla comercial de metil-ésteres de acidos grasos (FAMEs, del inglés fatty acid methyl

esters) Supelco FAME Mix 37 (Supelco, Bellefonte, USA) fue utilizada para el analisis

cualitativo de acidos grasos libres por cromatografia capilar. Para el andlisis cuantitativo de
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los mismos se utilizd acido ldurico (99% pureza cromatografica) de Fluka (Sigma—Aldrich,

Steinheim, Alemania) como estandar interno.

Todos los estandares utilizados para la determinacién cromatografica de lipidos neutros
(1,2,3-trioctadecanol-glicerol, 1,2,3-trihexadecenol-glicerol, 1,2,3-trioctadecadienolglicerol,
1,2,3-tridecanolglicerol, 1,2-distearol-3-palmitol-rac-glicerol, 1,3-dipalmitol-2-oleolglicerol,
1,3-dioleol-2-palmitol-glicerol, 1,2-dilinoleol-3-palmitol-rac-glicerol, 1,2-dioleol-3-stearol-
racglicerol, 1-palmitol-2-oleol-3-linoleol-rac-glicerol, 1,2-distearol-3-oleol-rac-glicerol, 1,3-
dipalmitol-rac-glicerol, 1-monopalmitol-rac-glicerol, acido oleico, tetradecano) fueron de
pureza mayor al 98% y se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, EEUU). Ademas, se
emplearon en el analisis de lipidos neutros los siguientes reactivos derivatizantes: piridina
J.T. Baker (Philipsburg, EEUU) y N-metil-Ntrimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) provista por

Fluka (Buchs, Suiza).

Los estandares utilizados para la identificacién y cuantificacion de fosfolipidos vy
lisofosfolipidos por cromatografia liquida (HPLC-UV) (3-sn-fosfatidilcolina, 3-sn-
fosfatidilinositol, 3-sn-fosfatidiletanolamina, acido fosfatidico, fosfato de glicerol, 3-sn-
lisofosfatidilcolina,  3-sn-lisofosfatidilinositol,  3-sn-lisofosfatidiletanolamina, y &cido
lisofosfatidico) fueron en su mayoria de origen de soja, excepto la lisofosfatidiletanolamina
qgue fue de yema de huevo y los acidos fosfatidico y lisofosfatidico, sintéticos. Todos ellos

fueron de pureza mayor al 98% y se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, EEUU).

Los hidréoxidos de potasio y sodio fueron adquiridos de Cicarelli (San Lorenzo, Argentina),

mientras que el acetato de sodio fue marca Anedra (Espafia), todos grado reactivo analitico.

El agua grado HPLC fue de J.T. Baker Inc. (Phillipsburg, EEUU) y el agua MilliQ fue elaborada

dentro del CCT-Bahia Blanca.
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Los acidos sulfurico y acético glacial grado analitico fueron de Cicarelli (San Lorenzo,
Argentina), mientras el dcido acético glacial grado cromatografico fue provisto por Sintorgan

(Buenos Aires, Argentina).

El hidroxido de amonio (25%, grado analitico) utilizado en la purificacién de fosfolipidos fue

de Cicarelli (San Lorenzo, Argentina)

3.1.3.2. SOLVENTES

En la Tabla 3.2 se listan los solventes organicos utilizados en estas tesis, detallando grado,

marca, y aplicacion.

3.1.3.3. OTROS: SOLUCIONES BUFFER

Con el objeto de asegurar un pH constante durante toda la reacciéon de hidrdlisis, se

utilizaron soluciones buffer en el medio de reaccidn, para valores de pH de 5y 8.

Para las reacciones con pH=5 se utilizd un buffer de acetato 0,1 M. Para la obtencidon de esta
solucion se prepard una solucion de acido acético (HAc) 0,2 M a partir de acido acético
glacial y una solucién de acetato de sodio (AcNa) 0,2 M. La solucién buffer a pH=5 se preparé
mezclando 148 mL de solucion de HAc 0,2 M con 352 mL de solucién AcNa 0,2 M,

completando a 1 L con agua destilada.

Para las reacciones con pH=8 se utilizé6 un buffer de Tris — HCl 0,05 M. Esta solucidn se
preparé mezclando 250 mL de solucidn de Tris (tris-hidroximetil-aminometano) 0,2 M con
26,8 mL de solucidn de acido clorhidrico (HCI, grado analitico) 1 N, completando a 1 L con

agua destilada.
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Tabla 3.2. Solventes orgdnicos utilizados en las determinaciones analiticas y reacciones de

hidrdlisis.
Solvente Grado Marca Usos
Acetona Analitico Anedra Caracterizacion de lecitina cruda
AIclqhoI Analitico Dorwil Titulacién AGLs
etilico
Cromatografico UVE Extraccion L-L de AGLs
Alcohol
isopropilico HPLC J.T. Baker Determinacion de PLs por HPLC
Cloroformo  Cromatogréfico UVE Preparacion de muest’ra?s para técnicas
cromatograficas.
Purificacién por SPE
Cromatografico UVE
Eter Etilico Validacién de métodos por TLC
Analitico Dorwil Titulacién de AGLs
Extraccion L-L de AGLs
Heptano Cromatografico UVE
Determ. de AGLs por CGC-FID
Caracterizacién de Lecitina Cruda
Analitico Dorwil Reacciones de hidrdlisis
Validacién de métodos por TLC
Hexano
Cromatografico AQ Purificacién por SPE
HPLC J.T. Baker Determinacién de PLs por HPLC
- Preparacion de muestras para técnicas
Cromatografico UVE .
cromatograficas.
Metanol
HPLC J.T. Baker Determinacién de PLs por HPLC
Tolueno Analitico Dorwil Caracterizacion de Lecitina Cruda

Abreviaturas:

AGLs: Acidos grasos libres;

PLs: Fosfolipidos (phospholipids);

HPLC: Cromatografia liquida de alta performance (high performance liquid chromatography)

CGC: Cromatografia gaseosa capilar (capillary gas chromatography)

FID: Detector de ionizacidn de llama ( flame ionization detector)

SPE: Extraccidn en fase sélida (solid phase extraction);

TLC: Cromatografia en capa fina (thin layer chromatography).
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3.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL PARA LA CARACTERIZACION DE LA

LECITINA CRUDA DE GIRASOL (SIN MODIFICAR)

3.2.1. CARACTERIZACION QUiMICA GENERAL

Para la caracterizacién quimica general de la lecitina cruda de girasol se utilizaron métodos
oficiales de la American Oil Chemists’ Society (Seccion J, AOCS, 2003). Estos métodos se
aplicaron en la determinacidn de materia insoluble en acetona (MIA %), materia insoluble en
hexano (MIH %), humedad (H %) y valor acido (VA). Una descripcién de lo que indican estos

parametros se describe en el capitulo 1 (seccién 1.4.3)

Con respecto al contenido de agua presente en la lecitina, los métodos estandares
mencionados incluyen dos técnicas diferentes. La primera (Ja 2a-46) es un método de
destilacion del agua contenida en la lecitina utilizando un solvente inmiscible (tolueno),
mientras que la segunda contempla la mediciéon de humedad por titulaciéon con el reactivo
de Karl Fischer (Ja 2b-87). De las dos técnicas mencionadas se eligié la primera para la
determinacion del contenido de humedad en la lecitina cruda de girasol. El criterio de
seleccidn se basé en experiencias previas en el grupo (Penci, 2009) que sugieren resultados
ligeramente superiores a lo esperado utilizando el método del reactivo de Karl Fischer en
lecitinas de girasol. Esto puede deberse a que este ultimo método involucra una reaccion
guimica con iodo por lo que las insaturaciones presentes en los acidos grasos de la lecitina

podrian interferir en la determinacién.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.3, indicando el método utilizado en cada

Caso.
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Tabla 3.3. Caracterizacion quimica general de lecitina cruda de girasol.

Determinacion Método Valor®

Materia Insoluble en

- +
Acetona (MIA, %) AOCS Ja 4-46 66,86 + 0,66
Materia Insoluble en
- +
Hexano (MIH, %) AOCS Ja 3-87 0,103 + 0,015
Humedad (H, %) AOCS Ja 2a-46 0,451 + 0,060
Valor Acido (VA) AOCS Ja 6-55 22,94 + 3,40

® Media aritmética *+ Desviacidn estdndar, n = 3.

El contenido de aceite en la lecitina cruda puede estimarse con los resultados obtenidos en
la caracterizacién general, ya que junto con los acidos grasos libres representa la fracciéon

soluble en acetona, resultando de aproximadamente 33% (m/m).

3.2.2. DETERMINACION DE METALES

El andlisis del contenido de metales en la lecitina cruda de girasol se llevd a cabo mediante
espectrofotometria de absorcion atémica utilizando un espectrofotémetro GBC 902 Atomic
Absorption Spectrometer (GBC Scientific Equipment Pty Ltd, Dandenong, Australia),

disponible dentro de los servicios brindados por la UAT del CCT-Bahia Blanca.

Para la preparacién de las muestras, se pesaron aproximadamente 5 g de muestra de lecitina
cruda de girasol, con una exactitud de 0,001 g, en un crisol de porcelana, y se calentd en una
placa calefactora hasta el cese del desprendimiento de humo. La muestra totalmente
carbonizada se llevé a mufla a 550 °C hasta obtener cenizas blancas. Luego se trataron las

cenizas con 5-10 mL de HCI 6 N hasta que estuvieron totalmente impregnadas y se desecd
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sobre placa calefactora. Luego se afiadieron 15 mL de HCl 3 N, y se calentd nuevamente
hasta ebullicion; finalmente se enfrid y filtrd con papel Whatman N° 541, recolectando el
filtrado en matraz volumétrico de 100 mL. Se repitié el proceso anterior con 10 mL de
HCI 3 N. El residuo de este ultimo filtrado se lavé con agua y se filtré nuevamente recogiendo
todos los lavados en el matraz de 100 mL. Se enfrié la soluciéon proveniente de los lavados y

se enrasd en 100 mL.

A las muestras para determinacién de calcio, antes de enrasar en 100 mL se afiadieron 5 mL

de solucion de cloruro de lantano.

Las muestras fueron enviadas para su determinacién al Laboratorio de Rayos X de la UAT-

CCT-BB, quienes informaron el contenido de metales en las mismas.

En la Tabla 3.4 se muestra la composicién de metales en la lecitina cruda de girasol utilizada

como materia prima para las reacciones de hidrdlisis.

Tabla 3.4. Contenido de metales en la lecitina cruda de girasol (mg/ g lecitina).

Contenido de Metales °

Ca Mg K Na

1,80+ 0,04 4,03 £0,07 7,58 £ 0,08 6,80+ 0,94

“Media aritmética + Desviacion estdndar, n = 4.
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3.2.3. DETERMINACION DE LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS TOTALES EN LOS FOSFOLIPIDOS

Y TRIGLICERIDOS DE LA LECITINA CRUDA DE GIRASOL

Por ultimo, se llevé a cabo la determinacion de la composicion total de acidos grasos de la
lecitina cruda de girasol (esto es, AGLs mas AGs unidos en las moléculas de los lipidos) y sus
fracciones: aceite y fosfolipidos, previo fraccionamiento por SPE (ver seccién 3.3.1.3). La
identificacion y cuantificaciéon de los mismos se llevé a cabo por cromatografia gaseosa, de
acuerdo a los métodos IUPAC 2.301 y 2.302 (IUPAC, 1992). Este procedimiento requiere de
los ésteres metilicos de los acidos grasos, obtenidos por transmetilacién de los triglicéridos
por metandlisis alcalina, posterior esterificaciéon de los acidos grasos en medio acido vy

recuperacién de los ésteres metilicos por extraccion con hexano.

Las condiciones para la determinacién cromatografica son las mismas que para la

determinacion de acidos grasos libres, y se describen en la seccién 3.3.2.2

3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL PARA LA DETERMINACION DE

SUSTRATOS Y PRODUCTOS DE HIDROLISIS

3.3.1. PURIFICACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS PREVIO A LA DETERMINACION

Como etapa previa a la determinacion analitica de los compuestos de interés, se realizé la
purificacién y acondicionamiento de las muestras de manera de obtener un extracto de la

fraccién a analizar, segun cada caso.
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A continuacidn se describen las técnicas utilizadas para la purificacion de las muestras, y
luego se detallan las distintas técnicas analiticas utilizadas para la determinacién cuali y

cuantitativa de los compuestos de interés.

3.3.1.1.  EXTRACCION LiQuipo-LiQuiDpo DE AcID0S GRASOS

Previo a la determinacién de acidos grasos, para la preparacién y acondicionamiento de las
muestras de lecitina cruda nativa e hidrolizada, se empled una modificacién del sistema
planteado por Dole & Meinertz (1960) agregando una etapa de centrifugacién y posterior
purificacién o “clean up”, segun lo reportan Penci y col. (2010). Para la etapa de extraccién
se tomdé una alicuota de 2 mL del medio de reacciéon, para la lecitina nativa
(tiempo de hidrdlisis = 0) y modificada, y se siguid con la extraccién liquido-liquido (ELL) de
los AGLs de la muestra. El sistema de extraccién consta de tres etapas que se listan a

continuacion:

-Primera etapa: 10 mL de mezcla de alcohol isopropilico : heptano : acido

sulfarico (4:1:0,1; v/v/v)
-Segunda etapa: 4 mL de agua MilliQ
-Tercera etapa: 6 mL de heptano

Las tres extracciones fueron realizadas de manera consecutiva (sin separaciones en las
etapas intermedias), agitando enérgicamente durante 2 min luego de cada etapa, resultando
en un sistema de dos fases. Este sistema de extraccidn ya ha sido utilizado por otros
investigadores (Madoery y col., 1995; Maroto & Camuso, 2000) en la extraccién de los acidos
grasos libres y la determinacion del grado de hidrdlisis mediante la titulacién de alicuotas

extraidas de la mezcla de reaccion. Sin embargo, otros autores (Lio & Dennis, 1998; Penci y
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col., 2010), sugieren la adicion de etapas de centrifugacién y posterior purificacion,
minimizando la cantidad de fosfolipidos en la interfase, consiguiendo de esta manera una
mejor recuperacion de los AGLs. Ademas, Penci (2009), en su andlisis cromatografico de
muestras de gomas de girasol y lecitinas de soja desaceitadas, observd la presencia de
sefiales extrafas (picos) al final de los cromatogramas cuando estas etapas de centrifugacion
y purificacion son omitidas. Esto reveld la presencia de compuestos altamente retenidos en
la columna, los que podrian causar dafos en el sistema y/o errores de identificacion y

cuantificacion de los analitos de interés.

La centrifugacion se llevd a cabo a 4500 rpm durante 1 min en tubos de centrifuga de 30 mL
y 25 mm de didmetro interno. Luego de la tercera etapa, la fase superior u orgdnica fue
recolectada, y analizada por titulometria (seccién 3.3.2.1) o evaporada y resuspendida en
15 mL de cloroformo para su posterior purificacién en una columna de silica-gel (“clean-up”,

seccion 3.3.1.2).

3.3.1.2.  CROMATOGRAFiA EN COLUMNA DE SiLICA-GEL (“CLEAN-UP”)

Como fase estacionaria para la purificacion o “clean-up” de los extractos de AG se utilizé
silica-gel (70-230 mesh, calidad cromatografica, Merk, Darmstadt, Alemania). La fuerza polar
de la silica empleada como fase estacionaria depende fuertemente del contenido de agua,
siendo a la vez una sustancia muy higroscdpica. Por ello, para estandarizar la fuerza polar y
por consiguiente la capacidad y selectividad en la retencidn de compuestos, la silica-gel se
acondicioné mediante calentamiento a 500 °C en mufla durante 8 h para remover la
humedad, posterior enfriamiento en desecador y rehidratacion agregando un 2% (m/m) de

agua. Inmediatamente después del acondicionamiento, se empacd 1 g de esta silica-gel
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hidratada con ayuda de 10 mL de cloroformo en una columna de vidrio de 15 mm de
didmetro provista de un robinete de teflon. La preparacion de la columna se completé con el
acondicionamiento de la fase estacionaria utilizando 15 mL de cloroformo y posterior

siembra del extracto de AGLs.

Para la elucién de los compuestos, fue necesario verificar la aplicabilidad de las técnicas
encontradas en bibliografia debido a que no han sido reportadas para exactamente el mismo
tipo de muestras utilizadas en esta tesis. En efecto, se encontré informaciéon para
purificacién de lecitinas desaceitadas, o aceites vegetales crudos y refinados, pero no para
lecitinas crudas nativas y modificadas por hidrolisis. Se tomé como punto de partida la
técnica sugerida por Penci (2009), cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 3.5, a fin de
agregar las modificaciones necesarias segun las diferencias entre el tipo de muestras

utilizadas.

Tabla 3.5. Técnica de clean-up tomada como referencia para la purificacion de AGLs en las
muestras de lecitina cruda de girasol nativa e hidrolizada (Penci, 2009).

Purificacion de AGLs segun Penci (2009)

Tipo de muestras utilizada Lecitina de soja y goma de girasol desaceitadas
Siembra 1,5 mL de muestra obtenida en la extraccién L-L

1 sola etapa, para AGLs, con 15 mL de cloroformo: acido
Etapas de Elucion
acético 99:1 (v/v) como fase movil

Para determinar la eficacia de las modificaciones realizadas se llevé a cabo una verificacion

utilizando cromatografia en capa fina o TLC (ver seccién 3.3.1.4).
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Debido a que las muestras utilizadas en esta tesis presentan un contenido importante de
aceite (32% m/m), fue necesario agregar una etapa previa a la elucidon de AGs, utilizando
cloroformo (grado cromatografico) para eliminar los TGs de las muestras. Se probd con
distintos volimenes de elucién (alicuotas de 5 mL) hasta verificar que no se observara la
presencia de TGs en el volumen recolectado. Ademas, estudios de recuperacion en lecitinas
de soja y girasol desaceitadas con agregado de &acido oleico muestran que mediante la
elucion de AGs con 20 mL de la mezcla cloroformo: acido acético 99:1 (v/v) como fase movil,
se obtienen porcentajes de recuperacion del 98-108% (Penci y col., 2010). Para comprobar
esto, se investigd si luego de la elucion de AGs con 20 mL de la mezcla mencionada de
solventes como fase mdvil, no permanecian AGs retenidos en la columna. Para ello se
continud con la elucion de alicuotas de 5 mL de la fase mévil hasta verificar que en el eluato

no se observara la presencia de AGs.

Se encontrd que utilizando 15 mL de cloroformo se eliminaba por completo el contenido de
lipidos neutros (TGs+ DGs + MGs), y con el uso de 20 mL de cloroformo: acido acético
99:1 (v/v) se recuperaba la totalidad de AGLs presentes en la muestra, dentro de los limites
de detecciéon de la TLC. En resumen, con respecto a la metodologia indicada en
Penci y col. (2010) fue necesario incorporar una primera etapa de elucidn consistente en
15 mL de cloroformo a fin de extraer los TGs, DGs y MGs contenidos en las lecitinas crudas

utilizadas.

En la Figura 3.1 se muestra un esquema de la purificacion o clean-up.
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Preparacion de la columna Siembra Elucién
1gSGen 15mL de Muestra 15mL de 20mL de
10 mL CHCl; CHCl, de AGLs CHCl, CHCl3:HAC (99:1)
—— —— —3 —— ——
— F— — —

i

TG+DG+MG AGL

Figura 3.1. Esquema del “clean-up” o purificacion de dcidos grasos libres (AGLs) por
cromatografia en columna de silica-gel (SG).

3.3.1.3. EXTRACCION EN FASE SOLIDA PARA LA DETERMINACION DE PLS Y LNS

La determinacién de lipidos neutros (LNs) y PLs presentes en la lecitina cruda nativa y sus

productos de hidrélisis mediante técnicas cromatograficas, requiere una previa separacién

de los lipidos polares y los de baja polaridad. Los lipidos polares (PLs y LPLs) pueden

interferir en la determinacién por cromatografia gaseosa de LNs, ademas de causar dafios en

la columna capilar. Por otra parte, en la determinacién de PLs y LPLs por cromatografia

liguida (HPLC) en columna de fase normal, los compuestos de baja polaridad (TGs, DGs, MGs

y AGLs) son poco retenidos, generando un frente (o picos) posterior a la salida del solvente,

que puede generar interferencia en la identificacion y/o cuantificacién de los analitos de

interés.
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La manera clasica de separar los PLs de otros compuestos lipidicos presentes en la lecitina
cruda (TGs, DGs, MGs, y AGLs) es utilizando la extraccién con acetona fria (0 °C), como se
describio en el capitulo 1 (seccidn 1.4.2). Debido a la insolubilidad de estos compuestos en
acetona, los PLs precipitan y pueden ser facilmente separados por centrifugacién. Sin
embargo, en las lecitinas modificadas, la presencia de LPLs invalida la aplicacidon de este
procedimiento debido a que los mismos son parcialmente solubles en acetona (Wendel,

2000).

Por ello, se buscé un método de purificacién que permita una buena separacién de los
lipidos neutros y polares, asegurando la recuperacién completa de ambos en cada extracto,
para su posterior determinacion analitica. Esto permitié la implementacién de un solo
método de purificacion, obteniendo los analitos de interés a partir de la misma muestra,
minimizando la cantidad de muestras de reaccién a preparar y los tiempos utilizados en la
preparacion y acondicionamiento de las mismas. La técnica de purificacion utilizada fue una
extraccién en fase sélida (SPE), metodologia que fue desarrollada por el grupo de Ingenieria
de Alimentos de PLAPIQUI, para el andlisis de PLs en aceites crudos y desgomados de girasol
(Carelliy col., 1997). Esta técnica fue a su vez modificada luego por Penci (2009), adaptando
la metodologia a muestras de lecitina de soja y gomas de girasol desaceitadas. Como las
muestras de lecitina cruda nativa e hidrolizada de girasol difieren de las utilizadas
previamente por estos miembros del grupo, se tomd como punto de partida la metodologia
reportada por Penci (2009), verificando que se adaptara correctamente a las muestras
utilizadas en esta tesis, validando la metodologia implementada mediante la verificacion por

TLC (ver seccion 3.3.1.4).

Como primer paso para la purificacion de las muestras utilizando esta metodologia debe

eliminarse el contenido de agua. Para ello, las muestras de lecitina nativa e hidrolizada
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fueron liofilizadas utilizando un equipo discontinuo (Liofilizador de bandejas, Modelo L-A-B4-
C, Rifcor S.A., Argentina). Las alicuotas de 2 mL del medio de reaccién, conservadas en
freezer a -18 °C, se sumergieron en nitrégeno liquido a -195 °C, durante 10 min y se
colocaron en el equipo para su liofilizacién. En la Tabla 3.6 se detallan las condiciones

operativas para el proceso de liofilizacién en el equipo discontinuo.

Luego de la liofilizacidn, las muestras fueron resuspendidas en 10 mL de cloroformo (grado
cromatografico) obteniendo una concentracion de aproximadamente 3-4 mg de PLs/mL de

cloroformo.

Luego, como ya se menciond, se llevd a cabo la purificacion mediante extracciéon en fase
sélida, empleando la técnica descripta por Carelli y col. (1997), y modificada por Penci

(2009).

Tabla 3.6. Condiciones operativas del proceso de liofilizacion de muestras de lecitina cruda
de girasol (nativa y modificada).

Condiciones Operativas del Proceso de Liofilizacion

Presion 0,009 mmHg
Tiempo 48 h
Temp. Condensador -52 °C

Acondicionamiento de las muestras Inmersién en N, liquido (-195,8 °C), 10 min.

Para ello se utilizaron cartuchos de extraccién comerciales de fase diol (SPE- cartuchos de

fase Diol, 500 mg, J.T. Baker Inc., Phillipsburg, EEUU).
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La fase estacionaria en el cartucho se acondiciond con 2 mL de metanol, 2 mL de cloroformo

y 2 mL de hexano (todos los solventes fueron de grado cromatografico).

Luego se sembrd una alicuota de 0,7 mL de muestra disuelta en cloroformo (conteniendo
entre 2-3 mg de PLs), y se continud con la elucion de las distintas fracciones de interés. En la

Figura 3.2 se muestra un esquema de la técnica de purificacién utilizada.
La eluciodn se realizé en tres etapas, con los siguientes volumenes de fase movil:

- Primera etapa: 2 mL de cloroformo (eluyen los TGs, DGs y MGs)
- Segunda etapa: 2 mL de éter etilico (eluyen los AGLs)

- Tercera etapa: 7 mL de mezcla de solucidon de amoniaco en metanol

La solucidon de amoniaco en metanol se prepard con 100 pL de solucién amoniacal al 25%

(m/m) en 100 mL de metanol.

Las fracciones correspondientes a la primera y segunda etapa se recolectaron juntas en un
mismo vial, mientras que por otro lado, la fraccién correspondiente a la Ultima etapa se
colectd en otro vial conico. Ambas fracciones se llevaron a sequedad y se conservaron en

freezer a -18 °C para su posterior determinacidon cromatografica (secciones 3.1.3y 3.1.4).

La purificacion de las muestras se realizo por duplicado.
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Siembra Eter Metanol:

Cloroformo o :
de Muestra etilico Amoniaco

I T S A
b

TG+DG+MG  AGL PL+LPL

Figura 3.2. Extraccion y purificacion de las fases polar (PL+LPL) y apolar (TG+DG+MG y AGL),
como preparacion de las muestras previo a la determinacion cromatogrdfica.

3.3.1.4. VALIDACION DE METODOS DE PURIFICACION

Como se comentd en las secciones anteriores, las metodologias encontradas en bibliografia
para la purificacién de las muestras no han sido reportadas para exactamente el mismo tipo
de muestras utilizadas en esta tesis, sino que se encontrd informacién para purificacion de
lecitinas desaceitadas o aceites vegetales crudos y refinados, pero no para lecitinas crudas
nativas y modificadas por hidrélisis. Por ello, se decidié verificar la efectividad de los
métodos de purificacién para la determinacién de los productos y reactivos en la reaccidn de

hidrdlisis de lecitina cruda de girasol, mediante cromatografia en capa fina (TLC).

La TLC es una técnica semicuantitativa que permite identificar los diferentes compuestos
presentes en una muestra, siempre y cuando se utilicen las fases movil y estacionaria
apropiadas para los compuestos de interés. El método se basa en la afinidad relativa del
compuesto por la fase estacionaria (en este caso la placa de silica) en comparacién con el

solvente. En la TLC el factor de retencién de un compuesto es la longitud de avance del
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mismo desde el lugar donde se sembré en la placa, dividida por la distancia recorrida por el
solvente (frente de avance), medida desde el mismo punto de partida (siembra); este factor

depende no sdélo del compuesto sino también del solvente y el material de la placa utilizado.

Para la verificacion por TLC, se emplearon placas de silica sobre base de aluminio de 20 cm x
20 cm (Kieserlburg 60, Merk). La TLC se corridé en una sola direccidn a saturacion empleando
la siguiente mezcla de solventes: hexano/ éter etilico/ acido acético (80 mL/ 20 mL/ 2 mL).

Luego la placa fue revelada empleando atmésfera de yodo.

Para la identificacién de los compuestos se utilizé: aceite refinado comercial de girasol para
identificar TGs; aceite crudo de girasol hidrolizado, que contiene todos los compuestos de
interés; acido oleico para identificar AGLs, y estdndares puros para cromatografia (1-
monopalmitol-rac-glicerol; 1,3-dipalmitol-rac-glicerol; y 3-sn-fosfatidilcolina) para identificar

MGs, DGs y PLs.

Para la validacion de las metodologias se utilizaron muestras de lecitina hidrolizada durante
1 h de reaccién, ya que el contenido de AGLs en la lecitina nativa es muy pequefio para ser

apreciado en la imagen de la placa de silica-gel revelada.

Para la verificacion de la purificacion de AGLs por clean-up, se tomaron muestras
provenientes de la extraccion L-L y se realizd la purificacion, eluyendo 4 alicuotas de 5 mL de
cloroformo (fase movil para eluir TGs) y luego 5 alicuotas de 5 mL de la mezcla cloroformo:

acido acético 99:1 (v/v) como fase mévil para eluir AGLs.

En la Figura 3.3 se muestra una placa revelada en atmdsfera de yodo utilizada para la
validacién de la purificacion de AGLs (clean-up). En la misma, pueden verse muestras
sembradas como patrones para identificar los factores de retencién de cada compuesto

(Aceite: TGs; LPC: PL y LPLs; Acido Oleico: AGLs).
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En dicha figura se muestran tres extractos diferentes. El extracto A correspondiente a la
fraccién recolectada luego de pasar 15 mL de cloroformo, comprobandose la ausencia de
AGLs en dicha fraccién. El extracto B correspondiente a la eluciéon con 20 mL de cloroformo:
acido acético 99:1 (v/v), donde se observa la presencia solamente de AGLs. Por ultimo el
extracto C correspondiente a una ultima elucion con 10 mL mas de cloroformo: acido
acético, verificdndose que los AGLs habian sido recolectados en su totalidad y que no habia

guedado una fraccién en la columna.

Frente de Solvente

~— TGs

«— AGs

Siembra PLs
Aceite {iecit. ‘ A B C i A'ci'do
(1Gs) Hidrol. Extractos Oleico

Figura 3.3. Placa de TLC para la verificacion del método de purificacion por cromatografia en
columna o clean-up. Los extractos corresponden a distintas etapas del método
(A: remocion de TGs con 15 mlL de cloroformo; B: elucion de AGs con 20 mL
CHCl3:HAc; C: posterior elucion con 10 mL de CHCl3:HAc para verificar que no
hayan quedado AGs retenidos en la columna).
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Para la validacién de la purificacién con cartuchos de fase diol (SPE), se tomaron muestras de
reaccion liofilizadas y resuspendidas en cloroformo y se realizd la purificacién, pasando
alicuotas extras de las fases moviles, para corroborar que los distintos compuestos de

interés hayan sido eluidos en su totalidad sin quedar fracciones retenidas en la columna.

La Figura 3.4 muestra una placa revelada en atmésfera de yodo utilizada para la validacién

de la purificacién por SPE.

Frente de Solvente

= [Gs

== AGs

-— DGs

— MGs

= P
Siembra >

Aceite PC MG Lecit. A B C D Acido
Crudo + Hidrol. ! J Oleico
Hidrol. DG EXUARIOS

Figura 3.4. Placa de TLC para la verificacion del método SPE (cartuchos de fase diol). Los
extractos corresponden a las muestras recolectadas luego de la 1°y 2° extraccion
(con cloroformo y éter etilico) (A), tercer extraccion (con metanol:amoniaco) (B),
posterior elucion con 5 mL de metanol:amoniaco (C) y por ultimo la fraccion
recuperada luego de una elucion extra con 5 mL de cloroformo, y 5 mL de éter
etilico (D).
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En la figura puede observarse que en el extracto correspondiente a la fraccion de LNs + AGLs
no hay presencia de PLs, y viceversa (extractos A y B respectivamente). Los extractos Cy D
corresponden a las alicuotas extras de fase movil utilizadas para verificar la ausencia de
analitos sin eluir, lo que queda comprobado en la figura, al no observarse manchas en los

extractos correspondientes.

3.3.2. DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

Para la determinacion de acidos grasos se utilizaron dos técnicas diferentes durante la
realizacion de esta tesis. La primera, sélo de cuantificacidon, consiste en una simple titulacién,
previa purificacién y extraccion de los dcidos grasos libres (AGLs). La segunda, es una técnica
qgque permite la identificacion y cuantificacion del perfil de acidos grasos utilizando

cromatografia gaseosa capilar, con detector de ionizacion de llama (CGC-FID).

3.3.2.1. DETERMINACION DE AcID0OS GRASOS POR TITULOMETRIA

La determinacién cuantitativa de los acidos grasos liberados durante la hidrélisis y los
presentes en estado libre en la materia prima, se llevd a cabo mediante el método oficial de

la AOCS Ca 5a-40 (Seccidon C, AOCS, 2003).

Se tomaron alicuotas de 2 mL del medio de reaccién para diferentes tiempos (de 0 a 24 h), el
equivalente a 40 mg de lecitina cruda de girasol. Los AGLs presentes en las muestras fueron
extraidos segun se describe en la seccidon 3.3.1.1. A la fase superior recolectada (fase
organica) se le incorporé un volumen de 5 mL de mezcla alcohol etilico: éter etilico (1:1 v/v)
y luego se tituld con una solucién 0,1 N de KOH en etanol, o sus correspondientes diluciones

utilizando una microbureta y fenolftaleina como indicador.
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3.3.2.2. DETERMINACION DE AciD0S GRASOS POR CGC-FID

Para conocer la distribucion de los acidos grasos en las muestras fue necesario recurrir a una

metodologia que permita la identificacion de los mismos, ademas de su cuantificacién.

Para ello se utilizd6 una técnica de cromatografia gaseosa capilar con detector de Ilama

(CGC-FID) (Penciy col., 2010)

3.3.2.2.1. PREPARACION DE METIL ESTERES DE AGs (FAMES)

Para que los AGs puedan ser determinados mediante cromatografia gaseosa deben
derivatizarse a compuestos mas volatiles, como sus ésteres metilicos (FAMEs). El estandar
interno utilizado para la cuantificacion (C12:0, ver seccidon 3.3.2.2.2), se adicioné a la
muestra antes de la preparacién de FAMES, de manera que experimente las mismas
variaciones que los analitos, minimizando los errores en la cuantificacion que puedan

originarse a partir de ésta etapa.

La Figura 3.5 muestra la reaccidon de metilacién de AGs en medio acido.

H+
0]
R1—Cf + CH:OH &< R1—C¢ O + H-,0
OH \OCHx
AG Metanol FAME

Figura 3.5. Reaccion de metilacion de dcidos grasos para la preparacion de sus
correspondientes metilésteres (FAMEs) en medio dcido.
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La muestra purificada de AGLs provenientes de |la etapa de clean-up se colectd en un matraz
para reflujo de 75 mL, se agregd el estdndar interno para cromatografia, se llevd a sequedad

y se resuspendié en 1 mL de hexano (grado cromatografico).

Luego se agregaron 6 mL de una solucién al 5-6% de acido sulfurico en metanol (grado
cromatogréfico), y se calentd a reflujo por 20 minutos sobre placa calefactora, controlando
de no permitir la ebullicién. Para detener la reaccion se agregaron aproximadamente 75 mL

de una solucién de cloruro de sodio saturada.

La extraccion de los FAMEs producidos se realizé agregando 2 mL de hexano (grado
cromatografico) y se agité vigorosamente durante 2 min. La fase superior (hexano + FAMEs)
fue extraida con pipeta Pasteur y 1 mL de esta solucién fue llevada a sequedad vy
resuspendida en 300 uL de hexano para su determinaciéon por cromatografia gaseosa

(CGC-FID).

3.3.2.2.2. DETERMINACION CROMATOGRAFICA

La identificacidn y cuantificacidon de los AGLs se llevd a cabo en un cromatégrafo de gases
4890D (Agilent, Hewlett-Packard) equipado con un detector FID. La temperatura del inyector
y detector se mantuvieron constantes a 220 °C. Se utilizé una columna capilar SP-2380
(30 m x 0,25 mm x 0,2 um; Supelco Inc., Bellefonte, PA). La temperatura de la columna se
mantuvo a 170 °C durante 10 min para luego incrementarse hasta 210 °C a una velocidad de
4 °C/min, para permanecer luego 25 min a dicha temperatura. Como gas portador se empled
hidrégeno. El volumen de muestra inyectado fue de 1 uL. Se utilizé una relacién de split de

1:100. La cuantificacién de los compuestos se llevo a cabo mediante el método del estandar
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interno y la adquisicion de datos y la integracidn de los picos se llevé a cabo con el Software

HP 3398A GC Chemstation (Hewlett Packard Company).

El método del estandar interno para la cuantificacion de los compuestos tiene la ventaja de
eliminar los problemas de fluctuacidn experimental y minimizar los errores de operacién, ya
qgue el analito y el estandar interno experimentan las mismas variaciones. Como estandar
interno se eligid el acido laurico (C 12:0), ya que es un acido graso tipico de grasa lactea
(Hettinga, 2005) y no se encuentra presente en lecitinas de girasol, que es el sustrato
utilizado en esta tesis. Ademas de que posee una adecuada resolucién cromatografica y el
mismo factor de respuesta que los AG analizados, en las condiciones instrumentales

seleccionadas (Penci, 2009).

Se prepard una solucion del estdndar interno en hexano (grado cromatografico) de
0,3 mg/mL, incorporandose 500 uL de esta solucién a la fracciéon purificada de acidos grasos
proveniente de la etapa de “clean-up”, previo a la derivatizacién a FAMEs. En la Tabla 3.7 se
resumen los pasos llevados a cabo para la determinacidn de la distribucién de AGLs en las

lecitinas crudas de girasol nativas e hidrolizadas.

La preparacion y acondicionamiento de las muestras y la determinacidon cromatografica

fueron realizadas por duplicado.
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Tabla 3.7. Resumen de la metodologia implementada para la determinacion de AGs en la
lecitina cruda de girasol (nativa e hidrolizada).

Determinacion Cromatogrdfica de AGs - Resumen

Etapa

Resumen del Método

Extraccion L-L
de AGLs

-Tomar una alicuota de 2 mL del medio de reaccién (aprox. 40 mg de
lecitina)

-Colocar en ampolla de decantacidén y agregar 10 mL de mezcla
isopropanol: heptano: acido sulfurico (4:1:0,1; v/v/v). Agitar 2 min
-Agregar 4 mL de agua MilliQ. Agitar 2 min

-Agregar 6 mL de heptano. Agitar 2 min

-Dejar separar las fases, colectarlas suavemente en un tubo de centrifuga
de 30 mL, lavando la ampolla con 2 mL de heptano

-Centrifugar 4500 rpm durante 1 min

-Colectar la fase orgdnica (superior), llevar a sequedad y resuspender en
15 mL de cloroformo.

Clean-up de
AGLs

-Acondicionar silica-gel 60 a 500 °C durante 8 h

-Activar la silica con agua MilliQ (2% m/m)

-Suspender 1 g silica en 10 mL de cloroformo y colocarla en una columna
de 15 mm de D, acondicionando la columna luego con 10 mL de
cloroformo

-Sembrar 1,5 mL de muestra obtenida en la extraccidn (resuspendida en
cloroformo)

-Eluir con 15 mL de cloroformo

-Eluir con 20 mL de cloroformo: acido acético 99:1 (v/v)

-Colectar en matraz de metilaciéon

Preparacion de
FAMEs

-Agregar al extracto purificado el estandar interno (500 pul de una
solucion de 0,3 mg/mL de C12:0 en hexano. Evaporar y resuspender con
1 mL de hexano

-Colocar 6 mL de acido sulfurico en metanol al 5-6% y calentar a reflujo
sin ebullicién durante 20 min

-Detener la reaccion con solucién saturada de NaCl (aprox. 75 mL)
-Agregar 2 mL de hexano y agitar vigorosamente durante 2 min para
extraer los FAMEs

-Colectar 1 mL de la capa orgdnica (superior), llevar a sequedad y
resuspender en 300 plL de hexano

Andlisis
Cromatogrdfico

-Inyeccién: 1 pL de la soluciéon de FAMEs obtenida

-Inyector: Split/splitless en modo Split (1:100). Tin, = 220 °C

-Equipo: Agilent 4890D — Detector FID. Tgp=220 °C

-Columna capilar SP-2380, 30 m x 0,25 mm x 0,5 pm

-Horno: T =170 °C durante (10 min)-rampa de 4 °C/min hasta 210 °C-
25 min a T constante (210 °C).

-Gas carrier: H,
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3.3.3. DETERMINACION DE LiPIDOS NEUTROS

El andlisis de la composicién en lipidos neutros (TGs, DGs y MGs) de la lecitina de girasol
modificada y de la materia prima, se llevé a cabo mediante cromatografia gaseosa capilar
(CGC-FID), utilizando una adaptaciéon de las normas internacionales (Método IRMM EUR
20831 EN). Esta técnica, desarrollada previamente en el grupo de investigacién por Pacheco
(2012), permite la identificacion y cuantificaciéon simultanea de triglicéridos, diglicéridos,
monoglicéridos, acidos grasos libres y glicerol en muestras de aceite de girasol. Sin embargo
para las muestras utilizadas en esta tesis, no se logré una resoluciéon adecuada para los AGLs,
en las muestras de hidrélisis con alto contenido de estos compuestos. Por ello, se reportaran
s6lo los resultados obtenidos mediante el anadlisis de AGLs individualmente, previa

metilacion a FAMEs (seccién 3.3.2.2).

3.3.3.1. DERIVATIZACION DE LAS MUESTRAS

Asi como fue necesaria la metilacion de los AGs previo a su cromatografica, los grupos
hidroxilo libres de los MGs y DGs deben ser derivatizados de manera de incrementar
sustancialmente tanto la volatilidad como la estabilidad térmica de estos compuestos.
Pacheco y col. (2014) sugieren la sililacion de los compuestos, siendo que este
procedimiento asegura ademads excelentes formas de pico, bajos limites de deteccién y

mejora considerablemente la robustez del método cromatografico (Plank & Lorbeer, 1995).

Para la derivatizacién se utilizé el método propuesto por Pacheco y col. (2014), tomado de
Plank & Lorbeer (1995). El mismo consiste en agregar a la muestra MSTFA como agente

derivatizante y piridina como catalizador de la reaccién. El agregado de piridina permite
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llevar a cabo la reaccion a temperatura ambiente sin necesidad de la aplicacidon de calor. El

tiempo de reaccion es de sélo 15 minutos.

Se tomaron las muestras provenientes de la purificacion por SPE (cartuchos de fase diol) y se
disolvieron en 2 mL de cloroformo. Se tomd una alicuota de 1 mL de esta solucién y se
colocé en el vial para la derivatizacién. Se llevé a sequedad y se disolvio en 15 plL de piridina.
Este procedimiento se llevé a cabo para que la concentracién aproximada de la muestra a

analizar en la solucién a inyectar sea de 10 mg/mL.

Por otra parte se prepararon las soluciones de los compuestos puros utilizados como
estandares internos para la determinacidén, utilizando piridina como solvente, con las

siguientes concentraciones:

- Solucidn tetradecano (TD): 10,60 mg/mL
- Solucién de tricaprina (TC): 10,60 mg/mL

- Solucién de tripalmitoleina (PoPoPo): 5,00 mg/mL

Luego se agregaron al vial de derivatizacién 4,5 pL de solucién de TD, 4,5 puL de solucion TCy
5,2 uL de solucién de PoPoPo. Por ultimo se agregaron 28 uL de MSTFA y se dejo que la
reaccién de sililacion ocurra durante 15 min. Transcurrido este tiempo un volumen de 1puL

fue inyectado en el cromatdgrafo para su determinacién.

Cabe destacar que, previamente a ser utilizadas, las soluciones fueron agitadas mediante
ultrasonido para asegurar una correcta homogeneizaciéon y la completa disolucién de los

compuestos en solucidn.
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3.3.3.2. DETERMINACION CROMATOGRAFICA

Se empled un cromatdgrafo de gases 4890D (Agilent, Hewlett-Packard) equipado con un
detector de ionizacién de llama (FID). La temperatura del inyector se mantuvo constante a
360 °C. Se utilizé una columna capilar MXT-65TG, de 30 m de largo x 0,25 mm de diametro
interno x 0,1 um de espesor de pelicula (Restek, Bellefonte, EEUU). Se trata de una columna
metalica cuya fase estacionaria es altamente polar (65% difenil/ 35% dimetil polisiloxano).
Cabe aclarar que la misma no logra la separacién de los diferentes isémeros de posicion de
los TGs, los cuales son resueltos por grado de insaturacidon y nimero de carbonos. La quimica
de su fase estacionaria y la resistencia mecanica que ofrece su estructura metalica le
confieren una alta resistencia térmica (370 °C), condicidn fundamental para el andlisis de

compuestos de alto peso molecular (Pacheco, 2012).

La temperatura de la columna se mantuvo a 40 °C durante 4 min para luego incrementarse
hasta 350 °C a una velocidad de 25 °C/min y luego a 360 °C a 0,2 °C/min. Como gas portador
se empled hidrégeno a una velocidad lineal de 41 cm/s. El volumen inyectado fue de 1 pL.
Se utilizd una relacién de split de 1:60. La temperatura del detector se mantuvo a 380 °C. La
adquisicion de datos y la integracidon se llevd a cabo con el Software HP 3398A GC
Chemstation (Hewlett-Packard, 1998). En la Tabla 3.8 se resume la metodologia empleada

para la determinacién de LNs en muestras de lecitina cruda de girasol nativa e hidrolizada.
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Tabla 3.8. Resumen de la metodologia implementada para la determinacion de lipidos
neutros (TGs, DGs, MGs, y AGLs) en la lecitina cruda de girasol y sus muestras
hidrolizadas.

Determinacion Cromatogrdfica de Lipidos Neutros - Resumen

Etapa

Resumen del Método

Liofilizacion de
las muestras

-Tomar una alicuota de 2 mL del medio de reaccion (aprox. 40 mg de
lecitina)

-Sumergir en N; lig. (10 min)

-t =48 h; Teond = -52 °C; Pfina = 0,009 mmHg

-Resuspender la lecitina liofilizada en 10 mL de cloroformo

-Acondicionar la fase estacionaria con 2 mL de metanol + 2 mL de hexano
+ 2 mL de cloroformo

Purificacion por -Sembrar 0,7 mL de solucién de lecitina en cloroformo (aprox. 3-4 mg de
SPE (cartuchos lecitina)
de fase Diol) -Eluir con 2 mL de cloroformo

-Eluir con 2 mL de éter etilico

-Recoger todo en un vial y se lleva a sequedad.

-Disolver la muestra purificada en 2 mL de cloroformo, y 1 mL se pasa a
Derivatizacion  vial de derivatizacidn, se lleva a sequedad y se colocan 15uL de piridina

de la muestra

-Agregar 4,5 pL de solucién de TD, 4,5 ulL de solucién TC, 5,2 uL de
solucion de PoPoPo y 28 uL de MSTFA. Se deja reaccionar (15 min).

Andlisis
Cromatogrdfico

-Vol de inyeccion: 1l

-Inyector: Split/splitless en modo Split (1:60). T,y = 360 °C

-Equipo: Agilent 4890D — Detector FID. Tgp =380 °C

-Columna capilar metalica MXT-65TG, 30m x 0,25mm x 0,1um
-Presién en la cabeza de la columna: 12,5 psi

-Horno: T = 40 °C durante (4 min) - rampa de 25 °C/min hasta 350 °C -
rampa de 0,2 °C/min hasta 360 °C

-Gas carrier: H, (41 cm/s)

Para la cuantificacion, debieron calcularse necesariamente factores de respuesta (RF) para

cada uno de los compuestos analizados, ya que la respuesta del detector diferia segun el

compuesto. Estos factores fueron calculados por Pacheco (2012), utilizando el método de

multiples puntos de estandar interno, que consiste en realizar determinaciones a diferentes

concentraciones del analito de interés manteniendo constante la correspondiente al

estandar interno elegido. De esta forma se construyen curvas de calibracidn que definen Ila

-91 -



Capitulo 3 Materiales y Metodologia Analitica Experimental

relacion entre el area del analito y su concentracién, ambas referidas al estandar interno. El
estandar interno seleccionado para los AGLs fue el tetradecano (TD) y las curvas de
calibracidn se construyeron tomando como acido graso de referencia al acido oleico (AO). De
esta forma se considerd que todos los AGs presentes en las muestras a analizar poseian igual
RF que dicho compuesto. Por otro lado, DGs y MGs se analizaron utilizando tricaprina (TC)
como estandar interno (Gutiérrez y col., 2007) y monopalmitina (MP) y dipalmitina (PP)

como estandares de referencia para los RFs de MGs y DGs, respectivamente.

En el caso de los TGs no puede utilizarse un Unico compuesto para la curva de calibracién
debido a que los factores de respuesta considerando a la tripalmitoleina (PoPoPo) como
estandar interno, difieren sustancialmente entre si. Por ello se utilizaron curvas de
calibracion para cada uno de los TGs presentes en las muestras. Ademds, debido a la no
disponibilidad de estdndares para algunos TGs, se debieron utilizar correlaciones para los
factores de respuesta de todos los estandares disponibles para TGs con su tiempo de
residencia relativo para permitir la cuantificacion de aquellos cuyos estandares no estaban

disponibles.

Tanto las mencionadas correlaciones como los factores de respuesta y las curvas de
calibracion para la cuantificacion de los compuestos fueron gentilmente comunicadas por la
Dra. Consuelo Pacheco de modo personal para su uso en esta tesis, y tanto la metodologia
para su obtencidn, como el desarrollo y validacién de la técnica pueden ser consultados en
su tesis doctoral (Pacheco, 2012) y/o en la publicacidon del método correspondiente (Pacheco

y col., 2014).

La preparacidon y acondicionamiento de las muestras y la determinacién cromatografica

fueron realizadas por duplicado.
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3.3.4. DETERMINACION DE FOSFOLIPIDOS Y LISOFOSFOLIPIDOS POR HPLC-UV

En el capitulo 5 se detalla una revisién de las metodologias mas utilizadas para la
determinaciéon de PLs y LPLs, y se describe el desarrollo de un método analitico de
espectrometria de resonancia magnética nuclear de fésforo para la determinacion de PLs y
LPLs en las muestras de lecitina cruda de girasol (nativa y modificada). Sin embargo, debido a
gue recientemente se ha desarrollado una metodologia para la determinacién de estos
compuestos en el grupo (Penci, 2009) y que se cuenta con el equipamiento necesario, en un
primer lugar se llevd a cabo el anadlisis de la composicién en PLs y LPLs del sustrato y la
lecitina hidrolizada mediante HPLC-UV. Para ello, fue necesario realizar algunas
modificaciones en el gradiente de dicha técnica, la cual utiliza como fase mévil un gradiente

ternario.

Para la preparacion de las muestras se tomaron alicuotas de 2 mL del medio de reaccion a
diferentes tiempos (0-24 h), se elimind el contenido de agua por liofilizacién, y se purificaron
mediante el método de SPE con cartuchos de fase diol, segin se describe en la seccidon

3.3.1.3.

La fraccién correspondiente a lipidos polares (PLs y PLS) de la purificacidn, fue colectada en
un vial cénico, se llevd a sequedad y se resuspendiéd en 150 uL de hexano: isopropanol

(50:50).

Se utilizd un cromatégrafo liquido Varian Vista 5000, con una columna de fase normal
LiChrosorb Si-60 250 x 4mm, 5um (Merck, Alemania), y un detector Waters PDA (arreglo de
fotodiodos) a una longitud de onda (A) de 206 nm. Como fase mdvil se utilizé un gradiente

de solventes ternario de A: n-hexano, B: 2-propanol/acido acético 99,75/0,25 v/v y C:
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metanol/agua HPLC 97/3 v/v. En la Tabla 3.9 se muestra la programacion de la fase movil

utilizada en esta tesis para la determinacién de PLs y LPLs mediante HPLC-UV.

Tabla 3.9. Programacion de la fase mavil utilizada en la determinacion de PL y LPL mediante
HPLC-UV (Modificacion de programacion propuesta por Penci, 2009).

Programacion de la Fase Movil

Tiempo Solvente A  Solvente B Solvente C Caudal Presion
(min) (% v/v) (% v/v) (% v/v) (mL/min) (atm)
0 70 17 13 1,0 50
1 70 17 13 1,0 52
3 63 17 20 1,0 54
8 57 17 26 1,5 56
11 30 17 53 1,5 66
15 0 17 83 1,5 81
26 0 17 83 1,0 80
30 50 17 33 1,0 74
32 70 17 13 1,0 60

Todos los solventes utilizados fueron grado HPLC. El volumen de inyeccién fue de 10 puL vy la
determinacion se realizé a temperatura ambiente (20-25 °C). El procesamiento de datos se
llevé a cabo mediante el Software Empower 2, y la cuantificacion de los compuestos se
realizd por el método del estandar externo. Para ello se realizaron curvas de calibraciéon

preparando soluciones estandares para cada uno de los compuestos presentes en las

-94 -



Capitulo 3

Materiales y Metodologia Analitica Experimental

muestras de lecitina de girasol. La preparacién y cuantificacion de las muestras se realizaron

por duplicado.

En la Tabla 3.10 se detalla un resumen de la metodologia utilizada para la determinacion de

PLs y LPLs por HPLC-UV.

Tabla 3.10. Resumen de la metodologia implementada para la determinacion de fosfolipidos
y lisofosfolipidos en la lecitina cruda de girasol y sus muestras hidrolizadas
mediante HPLC-UV.

Determinacion de PLs y LPLs por HPLC-UV - Resumen

Etapa

Resumen del Método

Liofilizacion de
las muestras

-Tomar una alicuota de 2 mL del medio de reaccion (aprox. 40 mg de
lecitina)

-Sumergir en N, lig. (10 min)

-t =48 h; Teond = -52 °C; Pfina = 0,009 mmHg

-Resuspender la lecitina liofilizada en 10 mL de cloroformo

-Acondicionar de la fase estacionaria con 2 mL de metanol + 2 mL de
hexano + 2 mL de cloroformo
-Sembrar 0,7 mL de solucién de lecitina en cloroformo (aprox. 3-4 mg de

Purificacion por lecitina)
SPE (cartuchos  -Eluir con 2 mL de cloroformo
de fase Diol) -Eluir con 2 mL de éter etilico
-Eluir con 7 mL de metanol:amoniaco
-Recoger la ultima fraccidn, se lleva a sequedad y se resuspende en
150 plL de hexano: isopropanol).
-Volumen de inyeccién: 10 uL
Andlisis -Equipo: Varian Vista 5500 — Detector Water PDA. T = amb.
Cromatogrdfico -Columna de fase normal LiChrosorb Si-60 250 x 4mm, 5um

-Fase movil: gradiente ternario (ver Tabla 3.9)
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4. HIDROLISIS ENZIMATICA

En el capitulo 1 se mostré una revisién bibliografica de las diferentes metodologias utilizadas
en la modificacién de lecitinas, en especial del uso de la tecnologia enzimatica. En este
capitulo se describe la hidrélisis de lecitina cruda de girasol utilizando la enzima Lecitase®
Ultra como catalizador. El andlisis comienza con un estudio de la influencia del medio de
reaccion, determinando las condiciones dptimas o recomendables para este tipo de
aplicacion de la hidrolisis. Asi mismo, se presentan los resultados de la determinacién
analitica de los productos secundarios de hidrdlisis como los acidos grasos y las formas
hidrolizadas de los triglicéridos. Al final de este capitulo se describe la determinacion
analitica de fosfolipidos y sus formas hidrolizadas mediante HPLC-UV. Debido a que, como se
explica luego, esta técnica no permitié la cuantificaciéon e identificacién de todos los
compuestos en este tipo de muestras, se desarrollé una técnica analitica para su
determinacién por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de fésforo (capitulo 5), y
los resultados para la determinacién de PLs y LPLs mediante esta técnica desarrollada se

muestran en el capitulo 6.
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4.1. ESTUDIO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE REACCION

4.1.1. SISTEMA DE REACCION

El esquema del sistema de reaccion utilizado se muestra en la Figura 4.1. La hidrdlisis se
llevd a cabo en tubos cerrados, sumergidos en un bafio calefactor con control de
temperatura para asegurar que el medio de reaccion se mantenga a temperatura constante.
El recipiente contenedor de los tubos de reaccién, contiene el fluido calefactor (agua), que
es recirculado por el bafio mediante mangueras de goma, y se situa sobre un equipo

agitador magnético con 6 posiciones de agitacion (AMO06-froggy6, Semedic SRL, Argentina).

‘ | Fluido

Calefactor
o

Fluido
Calefactor
— ‘ — — —

Figura 4.1. Esquema del sistema de reaccion.
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El agitador se calibré en los laboratorios de la unidad de administracién territorial del CCT-
Bahia Blanca, permitiendo conocer con exactitud la velocidad de agitacidn correspondiente a
cada punto del equipo. Para las reacciones de hidrdlisis realizadas en esta tesis se utilizé el
punto 2 para todos los casos, correspondiente a una velocidad media de agitacion de

257 rpm, con un coeficiente de variacidn segun la posicién utilizada de 2%.

Si bien las caracteristicas quimicas, el comportamiento y las distintas conformaciones que
adoptan los fosfolipidos en medios acuosos ya ha sido discutida en el capitulo 1, es

conveniente aclarar en este punto algunos aspectos:

En agua, las moléculas de fosfolipidos generalmente forman vesiculas multilamelares (MLV),
gue pueden convertirse en unilamelares (ULV) por accidon de tratamientos como el sonicado
(Wendel, 2000). Asimismo, Robertson y col. (2004) han reportado la presencia de MLV en la
caracterizacién de dispersiones de fosfolipidos en agua mediante crio-fracturas y posterior
analisis por TEM (Transmission Electron Microscopy). Estas estructuras multilamelares se
ven reflejadas en la turbidez del sistema de reaccidn, y dan como resultado muestras opacas

de color amarillo.

La agitacién a la que se somete el medio de reaccién durante la hidrdlisis podria alterar el
tamaio de las vesiculas de fosfolipidos ya sea por fusién o por particidn, pudiendo causar

una modificacion en la disponibilidad de estos sustratos para la hidrdlisis (Penci, 2009).

Por ello, se evalué la influencia de la agitaciéon determinando la distribucién del tamafio de
particula del medio de reaccién sin agitar (t = 0) y luego de someter el sistema a agitacion
durante 60 y 360 min, sin el agregado de enzima. Para la determinacién de la distribucién del

tamafio de particula se utilizd un equipo Mastersizer S longbed (versidon 2.15, Malvern
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Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). En la Figura 4.2 se muestra la distribucion de

tamafio de particula en volumen (ver capitulo 2, Ec. 2.2).

12 +
. 'O
10 - e t=0min &&A
A t=60min . &
8 X t=360min A

Volumen %

Tamaiio de particula (um)

Figura 4.2. Distribucion del tamafio de particula para el medio de reaccion segun el tiempo
de agitacion (Sin enzima).

Como puede verse, la distribucién obtenida no presenta variacidon apreciable entre la
muestra sin agitar y con 60 y 360 min de agitacion. Luego, estos resultados sugieren que en
las condiciones establecidas en este trabajo, el tiempo de agitacién no altera el tamafio de

las vesiculas de fosfolipidos disponibles para la hidrélisis.

4.1.2. CoONDICIONES OPTIMAS DE REACCION

Como al inicio de esta tesis no se encontrd en la literatura informacidn suficiente acerca de

las condiciones dptimas para maximizar la actividad enzimatica de Lecitase® Ultra en la
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hidrdlisis de lecitinas crudas, fue necesario el estudio de las condiciones 6ptimas de
reaccién. Cabe aclarar que durante el desarrollo de esta tesis, algunos autores reportaron

estudios acerca de esto, que se utilizaron para comparar y validar los resultados obtenidos.

En las reacciones enzimaticas que involucran lipasas y fosfolipasas, es muy comun el uso de
iones metdlicos como cofactores. El efecto que causan en la actividad de ciertas enzimas a
través de diversos mecanismos ha sido ampliamente estudiado. Varios autores han
reportado que la presencia de iones Ca** juega un rol importante en la accién catalitica de
varias fosfolipasas, consideradas calcio-dependientes (Dennis, 1994; Schaloske & Dennis,
2006). Algunos autores han sugerido la dependencia de la enzima Lecitase® Ultra a la
presencia de iones Ca’* en su actividad como lipasa y fosfolipasa (Mishra y col., 2009; Zhang
y col., 2012), por lo que la presencia de estos iones en el medio de reaccién se considerd

como parametro para el estudio de las condiciones dptimas de la hidrdlisis.

Con respecto al pH dptimo de la reaccién, los resultados reportados por Penci (2009)
sugieren una mayor actividad de la enzima sobre fosfatidilcolina a pH=7 y sobre
fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina a pH=8. Sin embargo, otros autores sugieren que la
mayor actividad como fosfolipasa de la enzima Lecitase® Ultra se tiene en medio 4cido, con
un valor de pH=5 (Yang y col., 2006; Yu y col.,2013). Por lo tanto, el pH del medio de reaccién
fue otro parametro considerado para su estudio en el analisis de las condiciones 6ptimas

para la hidrdlisis.

Ademas se estudid la influencia del agregado de solventes organicos (hexano) en el medio
de reaccion, debido a que la presencia de estos solventes podria favorecer la interaccién

entre la enzima y el sustrato
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Para la hidrdlisis enzimatica de lecitina cruda de girasol con Lecitase® Ultra, se eligi6 utilizar
una relaciéon enzima: sustrato de 1 pL: 80 mg, segun experiencia previa en el grupo de

investigacion de Ingenieria de Alimentos de PLAPIQUI.

4.1.2.1. MEDIO DE REACCION

En un primer estudio, se utilizd un sistema de 3 variables (pH; contenido de Ca®; y presencia
de solvente), manteniendo la temperatura y el tiempo de reaccion constantesen 50°Cy 1 h
respectivamente. El disefio experimental utilizado para el estudio de todas las variables en

paralelo se muestra en |la Tabla 4.1.

Para mantener el pH constante las reacciones se llevaron a cabo en soluciones buffer de
acetato y Tris para pH 5 y 8 respectivamente (preparadas de acuerdo a lo descripto en el

capitulo 3, seccién 3.1.3.3)

El contenido de iones Ca** en el medio de reaccién fue de 0 (-) y 0,24 mg/ mL (+),

utilizdndose CaCl, para tal fin.

La concentracién tanto de enzima como de lecitina en el medio de reaccién se mantuvo
constante para todos los ensayos (solucién buffer: lecitina: enzima en una relacién de 4 mL:

80 mg: 1 plL).

El solvente organico utilizado fue hexano (grado analitico, Dorwill), en una proporcion en el

medio de reaccion de 0,6 (v/v).

La cantidad utilizada de solvente organico y calcio se eligido segun estudios previos en el

grupo de investigacion (Gutiérrez y col., 2007; Penci, 2009).
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El grado de hidrdlisis se midid a través de la cuantificacion de los acidos grasos liberados
mediante titulometria con hidréxido de potasio 0,1 N, segln se describe en el capitulo 3
(seccion 3.3.2.1). La reaccidon de hidrdlisis y la titulacién de los AGLs fueron realizadas por
duplicado, lo que da un total de 4 muestras para cada conjunto de condiciones de reaccidn
estudiado. Los valores promedios calculados para cada experimento se compararon

mediante un test de Student (t-test), y las diferencias se consideraron significativas para

valores de P < 0,05.

En la Tabla 4.1 se muestran los resultados obtenidos en la titulacion de AGLs para las

distintas condiciones de reaccion estudiadas.

Tabla 4.1. Acidos grasos liberados luego de 1 h de reaccidn para cada conjunto de variables

estudiado.
Variable AGL Titulados”
Experimento pH c?* Hexano (mmol/ g lecitina)
1 5 + + 0,32+0,03"¢
2 5 + - 0,66 + 0,06°
3 5 - + 0,30+ 0,02°
4 5 - - 0,62 # 0,05°
> 8 + + 0,24+ 0,01°
6 8 + - 0,45+ 0,03°
7 8 - + 0,23+ 0,03
8 8 - - 0,40 + 0,04%¢

*
Media aritmética + Desviacidon estandar; n = 4.

Letras iguales indican que no existen diferencias significativas, con un 95%
de confianza (P<0.05); “a” corresponde al menor valory “e
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Puede observarse que la mayor cantidad de acidos grasos liberados durante la hidrdlisis se
obtuvo con el medio de reaccién libre de solvente (experimentos 2, 4, 6 y 8). Por otra parte

las muestras de lecitina hidrolizada a pH=5 presentaron mayores valores de AGLs que a

pH=8.

Por ultimo puede verse que en los ensayos con mayor liberacién de AGs, (experimentos 2,y
4) el agregado de iones Ca’* no mejora significativamente el grado de hidrdlisis, ya que se

obtuvieron valores estadisticamente iguales para ambos ensayos.

Estos resultados pueden apreciarse de manera grafica en la Figura 4.3.

300 T
‘ 14 Con Solvente
|
250 -
© ‘ M Sin Solvente
e |
1
.‘E 200 ‘
o \
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o0 “
~ 1
(@) 100 |
< |
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Con Ca? o I
pH=5 SinCa
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Figura 4.3. Liberacion de dcidos grasos luego de 1 h de hidrdlisis, para diferentes condiciones

de reaccion. pH=5y 8; con y sin el agregado de calcio y/o solvente (hexano) en el
medio de reaccion.
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De este estudio se desprende que las condiciones del medio de reaccién recomendables
para la hidrdlisis de lecitina cruda de girasol utilizando Lecitase® Ultra como catalizador, son
a pH=5 y en medio acuoso, sin presencia de solvente organico. Con respecto a la influencia
del Ca%, si bien se obtuvo un valor promedio de AGLs mas alto para la reaccidn en presencia
de este ion, el analisis estadistico indica que esta diferencia no es significativa, por lo que no
se justifica su uso en el medio de reaccidén para la hidrélisis. Ademas la presencia de iones
divalentes en el medio de hidrdlisis causaria luego una desmejora en la resolucion de picos
mediante la determinacidon por P-NMR, originando picos mas anchos, dificultando asi su

identificacion y cuantificacidn (ver capitulo 5).

Los resultados encontrados para el efecto del pH y el agregado de solvente orgdanico

concuerdan con lo informado por Yang y col. (2006), Liu y col. (2011) y Zhang y col. (2012).

4.1.2.2. TEMPERATURA DE REACCION

La temperatura produce cambios en la conformacidn y estabilidad de las enzimas, por lo que
afecta su actividad. Por ello, una vez especificadas las condiciones del medio de reaccion, se
llevé a cabo un estudio de la influencia de la temperatura en el grado de hidrdlisis, y el
avance de la reaccién a través del tiempo. Segun lo encontrado en la literatura se decidié
estudiar dos temperaturas diferentes: 50 y 60 °C. Para ambos casos la reaccion fue llevada a
cabo a distintos tiempos (entre 1 y 24 h). Todas las reacciones de hidrélisis se realizaron a

pH=5, en medio acuoso (buffer de acetato), sin el agregado de iones Ca**.

El grado de hidrdlisis se midid a través de la cuantificacion de los acidos grasos liberados
mediante titulometria con hidroxido de potasio 0,1 N, segun se describe en el capitulo 3,

(seccién 3.3.2.1).
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La reaccion vy la titulacion de los AGLs fueron realizadas por duplicado, lo que da un total de

4 muestras para cada tiempo de reaccién estudiado.
Los resultados, cantidad de AGs liberados en mmol/g de lecitina en funcién del tiempo de

hidrélisis (t,) se muestran en la Figura 4.4, observandose una gran diferencia entre las dos

temperaturas estudiadas, siendo la cantidad de AGs liberados mucho menor cuando la

reaccion se realiza a 60 °C.
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Figura 4.4. Curva de liberacion de dcidos grasos durante la hidrdlisis de lecitina cruda de
girasol con Lecitase® Ultra, para dos temperaturas de reaccion diferentes,
T=50 °Cy T=60 °C. (media aritmética y desviacion estandar, con n = 4).

Puede verse que con una temperatura de 50 °C no sdlo se tiene una velocidad inicial mucho
mayor con respecto a la obtenida a 60 °C, sino que se obtiene una mayor cantidad total de

AGs liberados a lo largo de toda la hidrdlisis. Esto indica que a T = 50 °C se tienen mayores
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niveles de conversion o grado de hidrdlisis. Esto concuerda con lo reportado por varios

autores (Zhangy col., 2012; Yu y col., 2013).

A pesar de diferir en cuanto a la influencia de los iones Ca** en la actividad como fosfolipasa
de la enzima, lo reportado por Zhang y col. (2012) concuerda con los resultados obtenidos
en esta tesis, en que dentro de las condiciones estudiadas, la mayor conversion de
fosfolipidos a lisofosfolipidos se obtiene utilizando un medio de reaccidn acuoso, y una

temperatura de 50 °C.

4.2. SEGUIMIENTO DE LOS PRODUCTOS DE HIDROLISIS

Las reacciones de hidrdlisis a distintos tiempos se llevaron a cabo utilizando las condiciones
recomendadas en la seccién 4.1, utilizando un medio acuoso libre de solvente, a pH=5 y con
una temperatura de reaccion de 50 °C. Para detener la reaccién a distintos tiempos, las
muestras fueron incubadas a 100 °C durante 10 minutos para inactivar la enzima. Todas las
reacciones fueron llevadas a cabo por duplicado. Las muestras de reaccidon que no fueron
usadas en el momento para alguna de las determinaciones, se conservaron en freezer a

-18 °C hasta su utilizacion.

A continuacién se describe la determinacién de la composicion de sustratos y productos de
hidrdlisis, en la lecitina cruda nativa de girasol, y sus muestras modificadas a distintos

tiempos de reaccion.
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4.2.1. Acipos GRASOS

4.2.1.1. CARACTERIZACION DE AcIDOS GRASOS PRESENTES EN EL SUSTRATO

Para conocer el tipo y cantidad de acidos grasos totales presentes en el sustrato utilizado
para la hidrdlisis, se determiné el contenido de los mismos en la lecitina cruda de girasol. Se
realizd ademads una purificacidén para separar la fraccidon de aceite (triglicéridos) en la lecitina
cruda de la fraccion de los fosfolipidos, de manera de determinar el contenido de AGs en
ambas fracciones por separado. Para la separacion de las fracciones se realizé una
purificaciéon por extraccién en fase sdlida (SPE; ver secciéon 3.3.1.3). La identificacion y
cuantificacién de las mismas se llevé a cabo por cromatografia gaseosa capilar cuya

metodologia fue descripta en el capitulo 3 (seccién 3.3.2.2).

En la Tabla 4.2 se muestra la composicidn total de los dcidos grasos presentes en la lecitina
cruda nativa (sin hidrolizar). Esta composicion incluye los acidos grasos libres y unidos tanto
a las moléculas de fosfolipidos (y lisofosfolipidos) como a las de triglicéridos (TGs) y otros

lipidos neutros como los diglicéridos y monoglicéridos (DGs y MGs).

Puede verse que el contenido de AGs en la lecitina cruda y sus dos fracciones purificadas es
similar. En todos los casos, los AGs mayoritarios son el acido linoleico (L; C18:2), seguido del
acido oleico (O; C18:1), ambos AGs insaturados. A estos, le siguen el acido palmitico
(P; C16:0) y el estearico (S; C18:0), ambos saturados. El resto de los AGs presentes, se
encuentran en un contenido menor al 1%. Al comparar las distintas fracciones, puede
observarse que el contenido de acido linoleico es mayor en la fraccién de fosfolipidos que en

la de triglicéridos (aceite).
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Tabla 4.2. Composicion de dcidos grasos (% m/m) de lecitina cruda de girasol.

Composicion de Acidos Grasos (%)a'b segun la

Fraccion Analizada

Acido Graso Lecitina Cruda Fraccion Fosfolipidos Fraccion Aceite

Ci14:0 0,09 +0,00 0,11+0,01 0,09 +£ 0,00
Cl16:0 12,38 £ 0,02 11,50+0,18 12,47 £ 0,04
Cl6:1 0,10+0,01 0,13+0,01 0,10 £ 0,00
C17:0 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00
C17:1 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
C18:0 4,101 0,02 3,5240,02 4,24 1+ 0,02
C18:1 16,80 £ 0,05 15,49 £ 0,09 17,12 0,03
C18:2 64,67 +0,07 67,52+0,14 64,12 +0,07
C18:3 0,29+0,01 0,27 +0,01 0,29+0,01
C20:0 0,18+ 0,01 0,28 +0,03 0,15+ 0,00
C20:1 0,10 £ 0,00 0,08 £0,01 0,11+0,01
C22:0 0,90+0,01 0,76 £ 0,05 0,92+0,01
C24:0 0,27 +0,01 0,22+0,01 0,27 +0,01

®Porcentaje m/m sobre el total de acidos grasos.
® Media aritmética + Desviacidn estandar; n = 3.

Esto puede explicarse por la posicién en la que se encuentra normalmente ubicado este AG
en la molécula. En los aceites vegetales, los AGs saturados se encuentran principalmente en
las posiciones extremas (sn-1y sn-3) de las moléculas de TGs y PLs y los poliinsaturados en la
posicién central (sn-2) (Carelli y col., 2002). Los PLs, al no contener AGs en la posicién sn-3
(donde se encuentra el grupo fosfato y el sustituyente), presentan una mayor relacién de
poliinsaturados/saturados, lo cual explica que la fraccion de PLs resulte mas rica en acido

linoleico, que contiene dos insaturaciones.
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Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura para aceite vy lecitina

de girasol (Hollo y col., 1993; Carelli y col., 2002; Dijkstra, 2011; Guiotto, 2014).

4.2.1.2. SEGUIMIENTO DE LOS ACIDOS GRASOS LIBERADOS POR HIDROLISIS

La determinacidn cuali-cuantitativa de los AGs liberados durante la hidrdlisis se llevd a cabo
por cromatografia gaseosa capilar, previa extracciéon y metilacién, segin se describe en el

capitulo 3 (seccién 3.3.2.2).

La hidrdlisis se efectud a distintos tiempos (tn) entre 0,5 y 24 h, y tanto la reaccién como la
inyeccion en el cromatégrafo fueron realizadas por duplicado, lo que resulté en un total de 4
muestras por cada tiempo de reaccidén analizado. Se utilizé el test de Student (t-test) como
método de comparacion de medias. Las diferencias entre los valores obtenidos para los

distintos tiempos de reaccién (tn) se consideraron significativas para valores de P < 0,05.

En la Tabla 4.3 se muestra la composicion de los acidos grasos libres presentes en la lecitina

cruda nativa y modificada, a distintos tiempos de reaccidn.

Puede verse que a tiempos cortos de reaccién (t, < 1 h) el 4cido palmitico (P) sufre un brusco
aumento en el medio de reaccién, y luego de 4 h su concentracién permanece constante.
Esto indicaria que el ataque de la enzima a los enlaces donde se encuentra P ocurre en

mayor medida durante la primera hora de reaccion.
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Tabla 4.3. Composicion de los principales dcidos grasos libres en la lecitina cruda de girasol
nativa (t, = 0) y modificada a distintos grados de hidrdlisis. Se muestra la
composicion para los dcidos palmitico (P), estedrico (S), oleico (O) y linoleico (L).

Acido Graso (g/ 100 g lecitina)’

t (h) P S o) L
0 0,26 +0,02° 0,32 +0,02° 0,64 + 0,04 0,20 + 0,02°
1 7,70 +0,31° 0,68 + 0,04° 2,69+0,11° 3,24 +0,12°
2 8,97 +0,39° 0,68 + 0,03° 2,90 £ 0,13"¢ 5,44 +0,31°
3 9,72 +0,32¢ 0,69 + 0,03° 2,96 + 0,09° 9,52 +0,38¢
4 10,57 £ 0,41° 0,75+ 0,04° 3,26 +0,12¢ 14,61 +0,51°
6 10,86+ 0,39° 0,74 +0,03° 3,93 + 0,09° 17,68 + 0,72
16 10,93+ 0,40° 0,93 +0,03° 4,42 +0,11° 20,64 + 0,90°

24 10,72 £ 0,41° 0,90 + 0,02° 4,46 +0,10'

20,79 + 1,098

Media aritmética + Desviacion estandar; n = 4.

Letras iguales en una misma columna indican que no existen diferencias significativas al 95%

de confianza (“a” corresponde al menor valory “g” al mayor).

Por otra parte la lecitina modificada no presenté un aumento importante en el contenido de

acido estearico (S). Si bien el contenido de S en el sustrato es pequeiio, la relacion de este

AG con el resto de los AGs mayoritarios es mucho mayor en el sustrato que la observada en

los AGs liberados. Por ejemplo, mientras que en el sustrato la relacién S/P es cercana a 1/3,

en los AGLs se tiene una relacion de 1/14. Esto sugiere que la enzima no tiene preferencia

por hidrolizar al S.

Con respecto a los AGs insaturados, se observa que la concentracion de acido oleico (O)

presentd un incremento suave pero constante a lo largo de toda la reaccion. La

concentracion de acido linoleico, AG mayoritario en el sustrato, presenta un suave aumento
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a tiempos cortos de reaccion (t, < 1h), y a medida que la reaccidon avanza su liberacién

comienza a aumentar considerablemente.

Asimismo, en la Figura 4.5 se muestra el perfil de acidos grasos liberados en la lecitina cruda
de girasol y las muestras hidrolizadas. En esta figura se muestra la diferencia del contenido
de cada AGL determinado con respecto a su composicidén original. Por ello es mas facil
observar que a tiempos cortos (t, < 1 h), se libera casi todo el acido palmitico, y luego a

medida que la reaccién avanza el 4cido linoleico liberado se incrementa notablemente.
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Figura 4.5. Perfil de dcidos grasos liberados en la hidrdlisis de lecitina cruda de girasol a
distintos tiempos de reaccion. Se muestra la composicion para los dcidos
palmitico (P), estedrico (S), oleico (O) y linoleico (L).
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Ademas, si se tiene en cuenta lo explicado anteriormente acerca de las posiciones en las que
se encuentran los AGs, y recordando que la enzima es especifica de la posicién sn-1 de los
PLs (ademas de la sn-3 en los TGs), resulta légico que los &acidos grasos saturados
(mayormente ubicados en la posicion sn-1 y sn-3 de TGs y sn-1 de PLs) sean liberados en
mayor medida en la hidrdlisis con Lecitase® Ultra. Por lo tanto comparando los resultados
obtenidos para los AGs saturados (P y S) puede decirse que la enzima tiene preferencia por
hidrolizar el P frente al S, ya que si bien ambos se encuentran en la misma posicién el P es
liberado en mucha mayor proporcion. Por otro lado, la liberacidon del acido linoleico
observada sugiere la ocurrencia de la migracién desde la posicidon sn-2 donde se encuentra
mayoritariamente el L, a la posicidén sn-1 donde puede ser atacado por la enzima. Esto podria
explicar la liberacion de L a tiempos mas largos de reaccidn, en contraste con el P que lo

hace a tiempos cortos.

Esto sugiere que en el medio de reaccidn tiene lugar la reaccidn no enzimatica de migracion

de acidos grasos, que discutiremos mas adelante con mayor profundidad.

4.2.2. LiriD0OS NEUTROS

Como ya se explicd, los lipidos neutros comprenden la fraccién no polar de la lecitina cruda,
compuesta por restos de aceite que permanece junto con las gomas en el proceso de
desgomado. Esta fraccion estd compuesta por triglicéridos (TGs), y puede encontrarse en
menor medida algo de diglicéridos (DGs) y monoglicéridos (MGs). Si bien los TGs no
presentan interés desde el punto de vista de la utilizacién del producto como emulsionante,

sus productos de hidrdlisis (DGs y MGs) son ampliamente utilizados en la industria de
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alimentos y cosmética por sus conocidas propiedades surfactantes (Artz, 1990; Whitehurst,

2004; Brummer, 2006; Hasenhuettl, 2008).

Si bien la enzima Lecitase® Ultra es una fosfolipasa, su actividad lipdsica ha sido reportada
por varios autores (Yang y col., 2006; Mishra y col., 2009; Wang y col., 2009), sugiriendo que
los triglicéridos presentes en la muestra de lecitina cruda nativa pueden ser atacados por la
enzima e hidrolizados a mono y diglicéridos, obteniendo lecitinas modificadas no sélo en su
composicion de fosfolipidos y acidos grasos libres, sino también en la composicién de sus

lipidos neutros.

Para verificar esto, se determind la composicién de TGs, DGs, y MGs en la lecitina cruda

nativa de girasol y en las muestras hidrolizadas a distintos tiempos de reaccién (30-360 min).

La determinacion se llevé a cabo por una técnica cromatografica desarrollada por miembros

del grupo de investigacién (Pacheco y col., 2014), detallada en el capitulo 3 (seccién 3.3.3).

Tanto la reaccidon de hidrodlisis como la inyeccidon en el cromatégrafo se realizaron por

duplicado, lo que resulté en un total de 4 muestras para cada tiempo de reaccién analizado.

La nomenclatura utilizada para las distintas especies de monoglicéridos y diglicéridos, segun
los acidos grasos que contienen (Ry, R,, etc.) y su posicion en la molécula, se muestra en la
Figura 4.6. Cabe destacar que la técnica no permite distinguir entre los isémeros 1,2-y 2,3

de los DGs.
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Monoglicéridos Diglicéridos
OCOR, OH OH OCOR,
OH OCOR, OCOR, OH
OH OH OCOR; OCOR;
1-MR, 2- MR, 1,2(2,3) - R,R; 1,3-R,R;

Figura 4.6. Nomenclatura utilizada para monoglicéridos y diglicéridos, segun la posicion y el
tipo de AG (R;).

En las Figuras 4.7 y 4.8 se muestran ejemplos de cromatogramas correspondientes a la

lecitina sin modificar (A) y modificada luego de 60 min de reaccién (B).

La Figura 4.7 muestra la zona del cromatograma correspondiente a los MGs. Puede verse
cémo el area correspondiente a todas las especies aumenta considerablemente en la lecitina

modificada (Figura 4.7 B), con respecto a lo observado para el sustrato (Figura 4.7 A).
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Figura 4.7. Cromatogramas de muestras de lecitina cruda nativa (A) y modificada luego de
60 min de reaccion (B). Se muestra la zona correspondiente a los picos de
monoglicéridos (MGs).

De manera similar, la Figura 4.8 muestra la zona del cromatograma correspondiente a los
diglicéridos (DGs). En este caso, también se observa un aumento en el area correspondiente
a las distintas especies de DGs en las muestras de lecitina modificada por hidrdlisis

(Figura 4.8 B).
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Figura 4.8. Cromatogramas de muestras de lecitina cruda nativa (A) y modificada luego de

60 min de reaccion (B). Se muestra la zona correspondiente a los picos de
diglicéridos (DGs).

En la Tabla 4.4 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacidén de lipidos neutros,

expresados en g/ 100 g lecitina, para distintos tiempos de hidrélisis (ty).

Al igual que para la determinacion de AGs, se utilizé el test de Student (t-test) como método
de comparacidon de medias. Para todos los compuestos, los valores promedio calculados
para distintos tiempos de reaccién se compararon mediante este método y las diferencias se

consideraron significativas para valores de P < 0,05.
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Tabla 4.4. Contenido de lipidos neutros en la lecitina cruda de girasol nativa y modificada
mediante hidrdlisis a distintos tiempos de reaccion, entre 30 y 360 min (ty).

Composicion de Lipidos Neutros en la Lecitina Cruda Nativa y Modificada

(g/ 100 g lecitina)”

(rrtl?n) MGs cv%” DGs cv%” TGs cv%”
0 0,41° 3,16 1,86° 4,73 26,36° 5,70
30 0,45° 4,68 2,79 4,99 21,56° 7,62
60 3,47° 3,40 6,47° 1,98 12,10° 7,59
90 2,18° 4,51 3,11° 2,99 5,75° 9,28
180 0,82° 4,21 2,62° 3,66 2,2° 8,09

360 0,78" 4,53 2,36° 4,45 2,01° 9,47

.
Media aritmética; n = 4.
*k

CV%: Coeficiente de variacion %

Letras iguales en una misma columna indican que no existen diferencias significativas al 95% de

“, n

confianza (“a” corresponde al menor valor y “e” al mayor).

Puede verse que para las valores obtenidos de MGs y DGs los coeficientes de variacion (CV%)

fueron menores al 5%. Sin embargo para TGs los CV% resultaron algo mayores.

Los resultados obtenidos evidencian la accidn lipasa de la enzima, observandose cambios en
la composicidon de los tres tipos de lipidos neutros, a lo largo de la hidrdlisis. Puede
observarse que los cambios importantes en la composicién comienzan luego de 60 min de
reaccion, teniéndose una etapa inicial (t,= 30 min) donde el contenido de MGs no presenta

cambios significativos, y el contenido de DGs y TGs varia ligeramente.

-122 -



Capitulo 4 Hidrdlisis Enzimdtica

Puede verse también que a tiempos mayores a 3 h (180 min) no se obtuvieron cambios
significativos en la composicién, lo que sugiere que la reacciéon alcanzaria el estado

estacionario en ese tiempo.

En la Figura 4.9 se muestra un esquema de las posibles reacciones de hidrélisis sufridas por

los distintos tipos de lipidos neutros presentes en el sustrato y las muestras modificadas.

E
x
“OCOR, OH OH
E E
OCOR, ——— OCOR, ——— OCOR,
OCOR, 1 —OCOR, OH
. e
TG 1,2(2,3) - DG 2-MG
Triglicérido 1,2 (2,3) - Diglicérido 2 - Monoglicérido
Acil-migracion
E
OCOR, —OCOR, OH
E E
OH — OH — OH
_4—OCOR, OH OH
i gy - Glicerol
1,3 - Diglicérido 1 - Monoglicérido

Figura 4.9. Reaccion de hidrdlisis de lipidos neutros catalizada por Lecitase® Ultra (E).

Segln se encontrd en la literatura, la accidn lipasa de la enzima presenta especificidad 1,3 en

TGs, DGs y MGs, debido a la similitud en su conformacién con las 1,3-lipasas. La acil-
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migracion, es un mecanismo no enzimatico ampliamente conocido, por ocurrir en
compuestos lipidicos con un grupo oxidrilo libre. Esta reaccién que normalmente ocurre en
medio acuoso y con altas temperaturas, es catalizada por acidos o bases, y es un proceso
termodindamico por el cual la molécula tiende a formar su isémero mas estable, por lo que es

muy dificil de evitar (Yangy col., 2005; Wang y col., 2010).

De esta manera, la migracién del grupo acilo de la posicidn sn-2 a la posicidon sn-1, podria
generar un posterior ataque de la enzima en el isdmero formado, como se muestra en la
Figura 4.9, generando asi todos los tipos de compuestos mostrados. Esto se ve reflejado al
comparar la composicion de la lecitina nativa con la de las muestras hidrolizadas. Puede
verse un incremento en la concentracion de especies 1-MGs, y 1,3-DGs, como por ejemplo el
caso de las 1-MP, 1-MO, 1,3-PP y 1,3-OL (Figuras 4.7 y 4.8), lo que avala la hipdtesis de la
ocurrencia de la acil-migracion, teniendo en cuenta que la enzima tiene una

especificidad 1,3.

Debido a esta acil-migracién, a pesar de que la técnica cromatografica permitié distinguir
entre los distintos isdmeros 1,2- y 1,3- de los DGs y entre los 1- y 2- de los MGs, no puede
utilizarse esta informacion para evaluar la especificidad de la enzima en la posicién 1,3 ni la

selectividad sobre un AG en particular.

Lo discutido en el andlisis de AGLs para el acido linoleico, refuerza la hipdtesis de la

ocurrencia de la reaccion de acil-migracién en el medio de reaccion.

Sin embargo, las propiedades surfactantes de los DGs y MGs son ampliamente conocidas, y
no difieren con la posicién o el tipo de AG que contengan. Por lo tanto para los objetivos de
esta tesis, los DGs y MGs en su totalidad sin necesidad de distinguir entre sus distintas

especies, son compuestos que resultan de interés dentro de la fase aceite de la muestra de
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lecitina cruda. Por ello, tener informacién sobre la composicion total de estas especies
puede ser de mucha utilidad para la caracterizacion de los productos obtenidos en la

modificacion segun el tiempo de hidrdlisis utilizado.

4.2.3. FOSFOLiPIDOS

En un primer intento de cuantificacién de fosfolipidos (PLs) y lisofosfolipidos (LPLs) se utilizd
cromatografia liquida de alta performance con un detector de UV-visible (HPLC-UV). La

técnica utilizada se detalla en el capitulo 3, (seccidn 3.3.4).

La reaccién de hidrdlisis y la inyeccion en el cromatdgrafo se realizaron por duplicado, lo que

da un total de 4 muestras para cada punto de reaccién.

En la Figura 4.10 se muestra un cromatograma correspondiente a la lecitina hidrolizada con

un tiempo de hidrdlisis (t,) de 60 min.
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Figura 4.10. Ejemplo de cromatograma para la determinacion de fosfolipidos 'y
lisofosfolipidos mediante HPLC-UV, en lecitina cruda de girasol modificada
con un tiempo de hidrdlisis de 60 min. Se muestran los picos
correspondientes a  fosfatidilcolina  (PC), lisofosfatidilcolina  (LPC),
lisofosfatidilinositol (LPI), y lisofosfatidiletanolamina (LPE).

En la figura puede observarse que no se obtuvo una buena resolucién para todos los picos
de las diferentes especies de PLs y LPLs presentes en la muestra. Asi mismo existen sefiales

gue no lograron identificarse.

En las Tablas 4.5, 4.6 y 4.7, se muestran los resultados de la determinacién de
fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (Pl), y fosfatidiletanolamina (PE) respectivamente,
junto con sus formas hidrolizadas (lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilinositol vy

lisofosfatidiletanolamina, respectivamente). Cabe aclarar que con esta técnica no pudo
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determinarse acido fosfatidico (PA), fosfoglicerol (PG), ni sus formas hidrolizadas (acido

lisofosfatidico o LPA y lisofosfoglicerol o LPG).

Para todos los compuestos, los valores promedio calculados para los distintos tiempos de
reacciéon se compararon mediante un test de Student (t-test), y las diferencias se

consideraron significativas para valores de P < 0,05.

Para los PLs puede calcularse un grado de hidrélisis (%0H p;) para cada tiempo de reaccion

como:

[PLo]— [PL]

0 —
oHpy, = [PLo]

x 100 (4.1)

Donde [PLy] es la concentracién de PLs (en mmol/ g lecitina) a t, = 0 y [PL/] la

correspondiente a cada tiempo de hidrélisis.

En la Tabla 4.5 puede observarse que los coeficientes de variacion obtenidos para los valores
de PC son entre 4 y 10%. Esto concuerda con lo reportado por Penci (2009) quien mediante
esta técnica obtuvo coeficientes de variacion para PC de 12,8% en muestras de lecitina de
soja y 6,8% en lecitina de girasol. Para la lisofosfatidilcolina (LPC) en cambio, estos valores

son un poco mas elevados (entre 10 y 25%).
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Tabla 4.5. Composicion de fosfatidilcolina (PC) y lisofosfatidilcolina (LPC) en lecitina cruda
de girasol, nativa e hidrolizada a diferentes tiempos de reaccion, determinada

por HPLC-UV.

Determinacion de PC y LPC mediante HPLC-UV
ty * - " *

(min) PC cv% LPC CV%

0 10,33¢ 5,82 0,00° -

30 0,65° 5,36 6,44° 10,27
60 0,47° 9,96 4,78" 22,96
90 0,34° 9,83 3,03° 10,29
180 0,42° 4,06 0,94° 24,40
360 0,41° 6,22 1,06° 22,57

*g/ 100 g lecitina; media aritmética; n = 4.
CV%: Coeficiente de variacién (%).

Letras iguales en una misma columna indican que no existen diferencias significativas, con
un 95% de confianza (“a” corresponde al menor valor y “d” al mayor).

Los datos obtenidos sugieren que durante la primera media hora de reaccién (t,= 30 min)
ocurre la hidrélisis de casi la totalidad de PC presente en el sustrato, representando un 94%
de hidrdlisis (%Hp.) para esta especie. La LPC por su parte, presenta un brusco aumento
durante los primeros 30 min de reaccion, para luego comenzar a disminuir a medida que

avanza la hidrdlisis, lo que sugiere una accion lisofosfolipasa de la enzima Lecitase® Ultra.

Con respecto al fosfatidilinositol, puede verse en la Tabla 4.6 que los coeficientes de
variacién obtenidos tanto para Pl como para LPI también fueron mas altos que para PC,

presentando valores de CV de hasta un 29%.

-128 -



Capitulo 4 Hidrdlisis Enzimdtica

Tabla 4.6. Composicion de fosfatidilinositol (Pl) y lisofosfatidilinositol (LPI) en lecitina cruda
de girasol, nativa e hidrolizada a diferentes tiempos de reaccion, determinada

por HPLC-UV.
Determinacion de Pl y LPI mediante HPLC-UV
ty * - * *
PI cV% LPI CV%
(min)

0 22,08° 2,64 2,75° 26,04
30 17,20° 29,24 28,47° 29,24
60 14,70° 24,61 39,30° 24,61
90 10,83° 16,27 40,08° 24,24

180 9,02%° 29,61 30,70° 29,61
360 8,24° 24,74 22,88° 24,74

) g/ 100 g lecitina; media aritmética; n = 4.
" CV%: Coeficiente de variacién (%).

Letras iguales en una misma columna indican que no existen diferencias significativas, con
un 95% de confianza (“a” corresponde al menor valor y “e” al mayor).

En este caso, los resultados obtenidos sugieren que la hidrélisis de Pl no es tan brusca como
para PC. Para los primeros 30 min de reaccién, con los valores hallados de Pl se determind

un %Hp, de solo 22%, valor que alcanzé un 64% al cabo de 6 h de reaccién (t,= 360 min).

Observando los valores promedio para LPl puede verse un comportamiento similar al
presentado por LPC. Observandose un brusco aumento a los 30 min de reaccion, alcanzando
un maximo a los 90 min, para luego comenzar a disminuir con el avance de la reaccidn. Sin
embargo, el andlisis estadistico de comparacion de medias reflejé que los valores para
t, entre 30 y 360 min no pueden ser considerados distintos entre si, al no encontrar

diferencias significativas.
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Mas alla de esto, si se observan los valores promedio, aunque se consideren iguales entre si,

los resultados obtenidos no corresponden con lo observado para PI.

Puede verse que se obtienen valores mucho mds altos para LPI de lo esperado. Por ejemplo,
para t, = 30 min se tiene una disminucion de Pl de 4,88 g/100 g lecitina, lo que
corresponderia a un aumento de 3,29 g/ 100 g lecitina de LPI, segun los pesos moleculares
de cada una de estas especies. Sin embargo se observa un aumento de LPI de 25,72 g/ 100 g
lecitina. Esto lleva a pensar que los datos obtenidos conllevan un gran error experimental,
qgue puede deberse a una mala identificacién o mala resolucién del pico correspondiente.
Por otra parte, la respuesta del detector UV depende del grado de insaturacion de los AGs
gue contengan los PLs y LPLs, por lo que para una cuantificacién mas adecuada, es necesaria
la utilizacion de estandares de PLs del mismo origen que las muestras (Blinger & Pison, 1995;
Kietbowicz y col., 2012). En este caso se utilizaron los patrones disponibles en el laboratorio,
siendo la mayoria PLs y LPLs de soja (PC, PI, PE, LPCy LPI), algunos de yema de huevo (LPE) y
sintéticos (PA y LPA). Por lo tanto esta diferencia en la composicién de AGs entre la muestra
a analizar y los patrones puede ser una de las causas de error en la cuantificacién. En el
capitulo 5 se realiza una descripcidn de las ventajas y desventajas de las distintas técnicas

analiticas empleadas para la determinacidn de PLs y LPLs, incluida la HPLC-UV.

En la Tabla 4.7 se presentan los resultados obtenidos para PE. Puede verse que en este caso
se obtuvieron coeficientes de variacion muy variables, desde un 0,34% para PE en la lecitina

nativa, hasta un 29% para la muestra correspondiente a un t, = 60 min.
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Tabla 4.7. Composicion de fosfatidiletanolamina (PE) y lisofosfatidiletanolamina (LPE) en
lecitina cruda de girasol, nativa e hidrolizada a diferentes tiempos de reaccion,
determinada por HPLC-UV.

Determinacion de PE y LPE mediante HPLC-UV

th * *k * *%
(min) PE cv% LPE cv%
min
0 1,52¢ 0,34 0,00¢ -
30 0,03° 8,19 63,20° 20,21
60 0,05° 28,81 56,85¢ 18,26
90 0,01° 11,18 34,65° 32,78
180 0,01° 28,31 14,44° 26,46
360 0,01° 24,40 11,032 35,69

) g/ 100 g lecitina; media aritmética; n = 4.
" CV%: Coeficiente de variacién (%).

Letras iguales en una misma columna indican que no existen diferencias significativas, con
un 95% de confianza (“a” corresponde al menor valor y “d” al mayor).

Para lisofosfatidiletanolamina se obtuvieron todos coeficientes de variacidn elevados, entre
18% y 35%. Igualmente puede verse que el comportamiento de PE es similar al observado
para PC con una brusca disminucion a la media hora de reaccién, presentando un %Hp, del

98%.

La LPE por su parte, posee un comportamiento similar al observado para las otras especies
de LPLs, presentando un brusco aumento durante los primeros 30 min de hidrélisis, para

luego comenzar a disminuir con el avance de la reaccién.

En este caso ocurre lo mismo que para PI/LPI, encontrandose inconsistencias en el balance

de masa para las especies PE/LPE. Por ejemplo en el caso de las muestras correspondientes a
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th,= 30 min, se tiene una disminucion de PE de 1,49 g/ 100 g lecitina, lo que corresponderia a
un aumento de LPE de 1,20 g/ 100 g lecitina. Sin embargo los resultados obtenidos muestran

un aumento de LPE para dicho tiempo de hidrdlisis de 63,20 g/ 100 g lecitina.

Cabe aclarar que debido a esta inconsistencia en los balances de masa para PI-LPI y PE-LPE,
ademas de los altos coeficientes de variacién obtenidos, se realizaron varias repeticiones
para verificar que no se trate de errores propios del analista. De todas las repeticiones
realizadas, se eligieron los resultados obtenidos que presentaron los coeficientes de

variacién mas pequeiios, que como puede verse, aun son elevados.

Estos altos coeficientes de variacion obtenidos y las inconsistencias encontradas en el
balance de masa para PI-LPI y PE-LPE, sugieren que los resultados cuantitativos no son del
todo confiables. Por lo tanto sélo pueden hacerse observaciones acerca de las tendencias
mostradas por las especies que pudieron determinarse mediante esta técnica. Para PCy PE
se observd una brusca disminucién durante los primeros 30 min de reaccién, obteniéndose
valores de hidrolisis del 94% y 98% respectivamente. Para Pl sin embargo la hidrdlisis

observada fue mas suave, con un valor maximo del 64% para t, = 360 min.

Esto sugiere una selectividad de la enzima Lecitase® Ultra para la hidrdlisis de PLs del

siguiente orden:

PE =PC >> PI

En cuanto a los LPLs, se observé en todos los casos un aumento brusco al comienzo de la
reaccion. En el caso LPC y LPE se observd que la concentracién alcanzaba un mdaximo, para
luego comenzar a disminuir con el avance de la reaccién. Esto sugiere una accion de la

enzima como lisofosfolipasa.
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Sin embargo para verificar esto, seria conveniente la determinacion de la forma mas

hidrolizada de los PLs, los glicerofosfolipidos, ya sin ningin acido graso en la molécula.

Los PLs y LPLs son los compuestos que presentan mayor interés en esta tesis, ya que su
objetivo principal es la modificacién de la lecitina cruda para la obtencién de productos con
mayor contenido en LPLs. Por lo tanto resultd necesario tener una informacion segura y
confiable acerca del contenido de los mismos tanto en la lecitina nativa utilizada como
sustrato como en las muestras modificadas. Por ello, se realizé una busqueda bibliografica
de las diferentes técnicas utilizadas para el analisis de dichos compuestos para evaluar la
implementacién o el desarrollo de otra metodologia que permita obtener informacion mas

precisa sobre la evolucién de estos compuestos a lo largo de la hidrélisis.
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4.3. CONCLUSIONES

Las condiciones Optimas de reaccidn encontradas concuerdan con datos reportados
posteriormente por varios autores, avalando los resultados obtenidos en este capitulo. El
uso de solventes orgdnicos requiere medidas de seguridad, lo que resulta una desventaja
para su uso a nivel industrial, ademas de requerir una etapa posterior de separacién del
producto obtenido para que resulte apto para su uso como aditivo alimenticio; aumentando
los costos de produccion. Por ello el uso de un sistema libre de solvente para la hidrdlisis
enzimdtica de lecitina cruda presenta una ventaja, pensando en una futura aplicacién del

proceso a nivel industrial.

En cuanto al perfil de acidos grasos encontrado, se observé una preferencia de la enzima por
hidrolizar el dcido palmitico, no siendo éste el acido graso mayoritario. Ademas se evidencié
un aumento significativo en la concentracién del acido linoleico, siendo un AG cuya posicién
natural en los PLs y TGs es la sn-2, lo que podria estar relacionado con la ocurrencia del

proceso de acil-migracion en el medio de reaccién.

Los resultados obtenidos demostraron una accién lipasa de la enzima Lecitase® Ultra,
hidrolizando a los lipidos neutros presentes en la lecitina cruda, lo que concuerda con lo
informado por varios autores en la literatura. La hidrdlisis de los LN comenzd a hacerse
notable luego de la primera hora de reaccién. Algunos autores han encontrado que la
fosfatidilcolina inhibe la actividad lipasa de Lecitase® Ultra, compitiendo por el sitio activo de
la enzima (Mishra et al., 2009). Esto podria explicar el aumento en la actividad lipasa de la
enzima a partir de los 60 min de reaccion, cuando se ha alcanzado mas de un 90% de

hidrdlisis para la PC.
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El incremento observado en la concentracion de 1-MGs, y 1,3-DGs, considerando que la

enzima presenta una especificidad 1,3, evidencié la ocurrencia de la acil-migracién.

Se observo que todas las muestras obtenidas a diferentes tiempos de hidrdlisis presentaban
diferencias en su composicion, lo que seguramente otorgue caracteristicas emulsionantes y

dispersantes propias a cada una de ellas.

Por ejemplo, en la muestra hidrolizada a t,= 1 h el alto contenido de MGs y DGs podria dar
como resultado un producto con caracteristicas emulsionantes mejoradas con respecto a las

lecitinas modificadas puras, que solo contienen PLs, LPLs y AGLs.

Puede decirse que en las condiciones de reaccién estudiadas la hidrélisis de TGs y PLs ocurre

en mayor medida durante las dos primeras horas de reaccidn.

Esto indicaria que mediante la hidrodlisis de lecitina cruda de girasol utilizando
Lecitase® Ultra, es posible obtener mezclas de TGs, DGs, MGs, PLs, LPLs, AGL e incluso
glicerol, dependiendo del avance de la reaccién. Estas mezclas podrian presentar

propiedades emulsionantes especificas de gran interés para diferentes aplicaciones.

También podria considerarse el fraccionamiento posterior de la lecitina modificada,
obteniendo por un lado la fase de lipidos neutros con un alto contenido de MGs y DGs, y por
otro lado, la faccidon polar compuesta con un alto contenido de LPLs. Ambas fracciones
presentardn caracteristicas emulsionantes propias para distintas aplicaciones en la industria

farmacéutica y de alimentos.

Por ultimo, no se logré una buena resolucidn en la determinacién de PLs y LPLs por la técnica
cromatografica HPLC-UV, no pudiendo conocer de manera confiable la composicion de los
mismos en la lecitina nativa y modificada, y asi evaluar tanto la cinética de reacciéon, como
asi también la caracterizacion de los compuestos obtenidos para su aplicacién como
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emulsionantes. Ademas debido a que esta técnica no permitid la identificacion y
cuantificacién de algunos fosfolipidos que segln bibliografia estan presentes en la lecitina de
girasol (PA y PG), la caracterizacién de lecitina nativa y modificada estaria incompleta si se
consideran sélo los resultados obtenidos mediante esta metodologia. Otra desventaja es que
esta técnica no permite realizar el seguimiento de los glicerofosfolipidos durante la hidrdlisis
lo que permitiria confirmar la accién como lisofosfolipasa de la enzima, sugerida por la
tendencia observada en los resultados para LPLs. Por ello, y considerando que la literatura
sugiere la resonancia magnética de fésforo (P-NMR) como el método mads preciso para la
identificacién y cuantificacion de PLs y LPLs (van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008; Cabezas y
col., 2011), se decidié desarrollar una técnica de determinacion cuali- y cuantitativa de estas

especies mediante el uso de dicha metodologia.

Este desarrollo y las especificaciones finales para la técnica desarrollada se describen en el
capitulo siguiente. La determinacion de PLs y sus formas hidrolizadas en las muestras de
lecitina de girasol nativa y modificada mediante el método propuesto se describen luego en

capitulo 6.
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4.4. DIFUSION DE RESULTADOS

Los resultados presentados en este capitulo fueron parcialmente publicados en los

siguientes trabajos en congresos:

“Hidrdlisis de Lipidos Neutros a partir de Lecitina Cruda de Girasol Utilizando Fosfolipasa A;
como Catalizador”. Goiii, M.L; Pacheco C; Constenla, D.T; Carelli, A.A.
Presentacién oral y trabajo completo publicado en los Proceedings del Xlll Congreso
Argentino de Ciencia y Tecnologia de Alimentos — CYTAL 2011. Argentina, Octubre

de 2011.

“Obtencién de lisofosfolipidos mediante la Hidrdlisis Enzimatica de lecitina de girasol”. Goiii,
M.L; Constenla, D.T; Carelli, A.A.
Péster y Trabajo corto presentado en la “ll Reunién Interdisciplinaria de Tecnologia

y Procesos Quimicos - RITeQ 2010”. Argentina, Octubre de 2010.

“Sunflower Lecithin Hydrolysis by Phospholipase A;. Effect of Reaction System”. Goiii, M.L;
Constenla, D.T; Carelli, A.A.
Pdster presentado en el 101st AOCS Annual Meeting & Expo. abstract #36323.

Arizona, USA, Mayo de 2010.

“Kinetic Study of Sunflower Lecithin Hydrolysis Using Phospholipase A;”. Goii, M.L;
Constenla, D.T; Carelli, A.A.
Poster presentado en el 101st AOCS Annual Meeting & Expo. abstract #36330.

Arizona, USA, Mayo de 2010.
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5. DESARROLLO DE UNA TECNICA DE 31P-NMR PARA DETERMINACION DE

FOSFOGLICERIDOS EN LECITINAS.

Como ya se explico en el capitulo anterior, debido a que la metodologia utilizada en el grupo
para la determinacion de fosfolipidos no resulté del todo adecuada para la determinacién de
lisofosfolipidos en las muestras obtenidas en esta tesis, se realizd una busqueda bibliografica
de los diferentes métodos empleados para la determinacién de dichos compuestos. Se
concluyd que la técnica mds adecuada para estas muestras es la espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de fésforo (*'P-NMR) y se decidié desarrollar una metodologia
durante una estadia en la Universidad de Gante (Bélgica), aprovechando la tecnologia y el
conocimiento con los que contaban en el Grupo de Particulas y Tecnologia Interfacial
liderado por el Prof. Dr. Paul Van der Meeren (Departamento de Fisicoquimica Aplicada,
Facultad de Bioingenieria). En este capitulo se describe con detalle el desarrollo de esta
metodologia analitica y su validacién, para la determinacion de fosfoglicéridos presentes en

la lecitina cruda de girasol y las muestras modificadas.

- 143 -



Capitulo 5 Desarrollo de una Técnica de *'P-NMR para Determinacion de Fosfoglicéridos

5.1. INTRODUCCION

Antes de comenzar con el detalle del desarrollo experimental, se presenta una breve
revision de las técnicas analiticas existentes para determinacién de lipidos, en particular de

fosfolipidos (PLs) y lisofosfolipidos (LPLs).

5.1.1. REVISION DE METODOS ANALITICOS UTILIZADOS PARA DETERMINACION DE PLS

La composiciéon de PLs de diferentes fuentes ha sido analizada por varias metodologias
cromatograficas a lo largo de la historia, como son la cromatografia en capa fina (o en inglés
thin-layer chromatography, TLC), y la cromatografia liquida de alta performance (Myher &

Kuksis, 1995; Pan y col., 2003; Baeza Jimenez, 2013; Nguyen y col., 2014).

La metodologia mas antigua utilizada durante muchos afios para el andlisis de lipidos es la
cromatografia en capa fina (TLC). Mediante este método la intensidad y tamafio de las
bandas (o marcas) coloreadas en el cromatograma pueden usarse para determinacién
semicuantitativa de PLs (AOCS Recommended Practice Ja 7-86, 2003). Este método no
requiere instrumental especifico, presenta bajo costo de operacidn y no existen demasiadas
restricciones en los solventes a utilizar. Sin embargo, depende enormemente de la habilidad
del analista, por lo que se trata de un método de muy baja reproducibilidad. La TLC
tradicional luego fue mejorada con el desarrollo de instrumental especifico o software
apropiado para el analisis de las bandas obtenidas. Con el desarrollo de la TLC de alta
performance (HPTLC) se mejord su repetitividad, permitiendo actualmente la determinacion
mas precisa de casi todas las clases de fosfolipidos y glicolipidos en lecitinas vegetales de
manera reproducible. Sin embargo esta técnica presenta la desventaja de que no permite la

determinacion de las distintas clases de LPLs ni glicerofosfolipidos (GPLs), productos de
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hidrdlisis de PLs. (Peterson & Cummings, 2006; van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008;

Vyssotski y col., 2009).

Por su parte, la cromatografia liquida de alta performance (HPLC) se ha convertido en una de
las metodologias mds usadas para la separacidon y determinacién de lipidos (Peterson &
Cummings, 2006). Existen distintos detectores que pueden ser utilizados acoplados al equipo
de HPLC. Podria decirse que el mas comun de ellos es el detector UV (HPLC-UV), por su
amplia disponibilidad en laboratorios analiticos. Sin embargo, desafortunadamente, la
deteccion por UV estd limitada a compuestos croméforos que absorban en el rango de
longitud de onda UV (195-370 nm), por lo que es habitual que los fosfolipidos con acidos
grasos saturados den sefales bajas y su cuantificacién por este método dé resultados
menores a los reales. Por ello, para una cuantificacién mds adecuada, es necesaria la
utilizacion de estandares de PLs del mismo origen que las muestras, los que no siempre
estan disponibles (Blinger & Pison, 1995; Kietbowicz y col., 2012). Asimismo, algunos autores
han utilizado la derivatizacién quimica para lograr que absorban radiacidon UV o sean capaces
de emitir fluorescencia (Luquain y col., 2001). Como desventaja adicional, cabe destacar la
absorbancia considerable que presentan los solventes habitualmente empleados en la
disolucién de compuestos lipidicos (como el cloroformo). Esto dificulta la obtencién de una
adecuada relacion sefial/linea de base, lo cual constituye una interferencia en la
determinacion analitica. Por ello, la eleccion de la fase movil esta limitada a solventes con

baja o nula absorbancia en el rango UV (Biinger & Pison, 1995; Penci, 2009; Cabezas, 2010).

Algunas variantes al detector UV que normalmente se utilizan para el andlisis de PLs

mediante HPLC son el de espectrometria de masas, (MSD, del inglés: Mass Spectrometry
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Detector) y el de dispersidén de luz evaporativo (ELDS del Inglés: Evaporative Light-Scattering

Detector).

La espectrometria de masas es considerada como un método de identificacidon selectivo y
universal. En resumen, los analitos que se eluyen de la columna cromatografica son
ionizados y separados de acuerdo a su relacion m/z (masa/carga del i6n), pudiendo
generarse iones con carga positiva o negativa. La principal desventaja de estos sistemas es
gue poseen un alto costo de adquisicion y requieren entrenamiento en la interpretacion de
los espectros obtenidos. Ekroos y col. (2002) han reportado que la HPLC en fase reversa,
acoplada a espectrometria de ionizacion de masas por electro-spray (RP-HPLC—ESI-MS/MS)
es una herramienta poderosa para el analisis de las distintas especies de fosfolipidos debido
a la alta selectividad del método. Sin embargo, para altas concentraciones de fosfolipidos, se
vuelve dificil su identificacion y cuantificacion simultdnea debido a la formacién de
agregados, debiendo seleccionarse con cuidado las condiciones de operacidon (Peterson &

Cummings, 2006; Lee y col., 2010).

Por otra parte, el método por HPLC-ELSD permite la identificacién y cuantificacién de 6
clases de PLs, siendo preferido por sobre el método que aplica HPLC-UV, debido a que
presenta una mayor reproducibilidad y menor interferencia de los componentes de la fase
movil. Al utilizar HPLC-ELSD es condicidn necesaria que los analitos no sean compuestos
volatiles; ya que el principio de funcionamiento es que éstos, al salir de la columna junto con
la fase movil (solventes volatiles) ingresan a una cdmara calefaccionada donde la fase movil
es evaporada mediante una corriente de aire o nitrogeno y el analito, que no es evaporado
sino nebulizado en pequefias gotas, pasa a través de un haz de luz. Existe una relacién entre

la cantidad de analito eluido y la cantidad de luz desviada, la que puede medirse y de esta
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manera cuantificar los analitos en relacion a un estandar externo. Este detector surgié como
una herramienta muy eficaz en el andlisis cuali-cuantitativo de PLs presentes en lecitinas
nativas de origen vegetal, aunque en presencia de lecitinas de composicién mds compleja
(acetiladas, hidrogenadas o hidrolizadas) presenta limitaciones de resolucién considerables

(Diehl, 2001; van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008; Cabezas, 2010).

van Nieuwenhuyzen & Tomas (2008) aseguran que se requiere un mayor desarrollo de las
metodologias de HPLC para realizar el seguimiento de manera precisa de la formacién de
LPLs durante la hidrdlisis enzimatica de lecitinas, y sugieren que actualmente el método mas
adecuado para el andlisis de PLs y LPLs es la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
de fésforo (*'P-NMR). Cerca de 15 especies de PLs y LPLs pueden analizarse
cuantitativamente utilizando fésforo como referencia absoluta. La Unica desventaja del
método es el alto costo del equipamiento, que suele estar disponible sélo en laboratorios
especializados. Sin embargo, si se cuenta con acceso al equipamiento necesario, la 3P_.NMR
comparada con los métodos cromatograficos tiene muchas ventajas: permite Ia
identificacién de todas las especies de PLs y LPLs comUnmente presentes en lecitinas; es un
método no destructivo que ademads no requiere la separacion, purificacion o derivatizacién
previa de los analitos; y utiliza un Unico estandar para la cuantificacién de todas las especies,
sin la necesidad de realizar curvas de calibracién (Sotirhos y col., 1986; Diehl, 2001; Frank,

2013).

En resumen, las técnicas cromatograficas no son las mas adecuadas para la cuantificacion
simultanea de PLs y LPLs o la identificacion de todas las clases de ambos compuestos, ya que
incluyen procedimientos largos de preparacion de muestra y determinacién, y presentan

baja selectividad y especificidad de deteccion (Moreau, 2004; Lee y col.,, 2010). Algunos
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autores reportaron que ciertos intentos de identificar fosfolipidos de baja polaridad, como la
fosfatidiletanolamina (PE), con métodos cromatograficos han traido errores en la
identificacion, y sugieren el uso de NMR para su determinacion cuali-cuantitativa (Turner,

2002; Vyssotski y col., 2009).

5.1.2. ESPECTROSCOPiA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La resonancia magnética nuclear (NMR, del inglés: Nuclear Magnetic Resonance) constituye
una metodologia experimental con un amplio y reconocido espectro de aplicaciones en el
campo del analisis estructural. Tuvo sus inicios a principios de la década de 1950, cuando se
comercializaron los primeros espectrémetros para la obtencién de espectros de protones,

tras el descubrimiento de la resonancia en 1945 (Karaghiosoff, 2007).

La NMR es una metodologia que se basa en la medicién de la energia asociada a la
reorientacidn de los nucleos en presencia de un campo magnético. Este fendmeno plantea
qgue los nucleos de los d&tomos cuando son sometidos a un campo magnético externo y
reciben pulsos de radiofrecuencia (10-600 MHz) absorben radiacion electromagnética (Diehl,
2001; Cabezas, 2010; Guiotto, 2014). Esta absorcién de energia origina la rotacion de los
nucleos, cambiando su orientacidn, los que, al suspender el pulso, vuelven a su estado
original. La variacién de voltaje que esto produce se denomina FDI (del inglés: Free Induction
Decay) y es detectada por el receptor del equipo y decodificada usando el algoritmo de la
transformada de Fourier. La frecuencia de resonancia (rotacién) de un nucleo particular es
proporcional a la fuerza del campo magnético que experimenta, y depende sensiblemente
del entorno quimico del nucleo. Esto se debe a que dependiendo del entorno quimico, la

densidad de los electrones y por lo tanto el campo magnético varian, y por ello los nucleos
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de un mismo 3atomo en distintos compuestos presentan frecuencias de resonancia
diferentes. Estas pequeiias diferencias de frecuencias de resonancia se denominan “chemical
shift" (3) y convencionalmente se representan expresadas en partes por millon o ppm (1 Hz
por milléon de Hz de la frecuencia del resonador). De esto se desprende que cuanto mayor es
la potencia del equipo utilizado, éste serd capaz de analizar rangos de diferencia mas
estrechos. De esta forma, los resultados experimentales obtenidos mediante 3Ip_NMR se
presentan en forma analoga a las de un cromatograma, con el parametro & (en ppm) como
eje de coordenadas (ver Figura 5.1). Para una mayor profundizacion de estos fundamentos
tedricos de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear se recomienda la lectura de
Bovey (1972), Ewing (1975), y Pomeranz & Meloan (1978), ademas del resto de la

bibliografia citada en esta seccién.

La NMR es una técnica multifacética con gran variedad de aplicaciones que incluye la
espectroscopia de alta resoluciéon en estado sélido o liquido, imagen por resonancia
magnética (MRI), estudios de relajacidn y estudios de difusion (Dais & Spyros, 2012). Estos
métodos permiten el estudio de estructuras moleculares y el andlisis cuali y cuantitativo
tanto de compuestos puros como mezclas complejas. Si bien no todos los nucleos de atomos
pueden medirse con NMR, pueden analizarse los nucleos H, Bc y P, los gue revisten gran

importancia en el campo de la quimica orgdnica, en especial de lipidos (Diehl, 2001).

La espectroscopia de NMR es una herramienta muy ventajosa para el analisis de sistemas
multicomponentes, como es el caso de los alimentos. Esto se ve reflejado en el incremento
de la implementacién de esta metodologia, tanto en la industria como en instituciones

cientificas o de analisis de alimentos. Avances tecnoldgicos recientes en la instrumentacién
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de NMR, como la disponibilidad de campos magnéticos de mayor potencia, han

incrementado significativamente la sensibilidad del método (Dais & Spyros, 2012).

El desarrollo de métodos para el andlisis de lecitinas mediante P-NMR surgié como una
respuesta ante la demanda de una metodologia de alta selectividad en la deteccidn de las
diferentes clases de PLs y LPLs presentes en lecitinas nativas e hidrolizadas, que no requiera
tratamientos previos de separacion y permitiera una eficiente identificacién y cuantificacion
de los mismos (Cabezas, 2010). El poder de resolucién de esta metodologia es tan marcado
gue en un espectro se puede distinguir entre diferentes tipos de LPLs, segln la posicién en la
gue esté ubicado el dcido graso. Varios autores, han obtenido espectros de 31P-NMR con
sefiales diferentes para 1- y 2-lisofosfatidilcolina (1-LPC y 2-LPC), pudiendo realizar el
seguimiento de reacciones de hidrélisis con enzimas con actividad PLA;, y llevar a cabo

estudios de migracion de acidos grasos en estos LPLs (Diehl, 2001; MacKenzie y col., 2009a).

En la Figura 5.1 se muestra un espectro correspondiente a lecitina de girasol hidrolizada,
tomado de Cabezas y col. (2011). Estos autores reportan que para la hidrélisis se utilizé una
fosfolipasa con actividad PLA, (Lecitase 10L), y los ensayos de P-NMR fueron llevados a cabo

en “Spectral Service GmbH” (Colonia, Alemania).

Es importante tener en cuenta que para la cuantificacion de compuestos por NMR, en el
caso del *'P es necesario evitar el efecto denominado “Overhauser” (Nuclear Overhauser
Enhancement, NOE), que origina un cambio de intensidad debido al acoplamiento dipolar
entre los nucleos de *H y *'P, aumentando la sefial observada. Este efecto puede interferir
con el calculo cuantitativo de las sefiales de interés, por lo que varios autores sugieren

utilizar un desacoplamiento restringido inverso en la adquisicion del espectro (inverse gated
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decoupling), el cual desacopla los*H de *'P durante la adquisicién de datos (London &

Feigenson, 1979; Braun y col., 1990; Spyros & Dais, 2009; Dais & Spyros, 2012)

2-LPC

LPI

Pl
LPE

PC

[ppm]

Figura 5.1. Espectro de 31p_NMR correspondiente a lecitina de girasol hidrolizada utilizando
PLA, (Cabezas y col., 2011).

El andlisis cuantitativo por NMR es registrado en cantidades molares, presentando una
relacion lineal entre el drea del pico (A) y la concentracién molar del compuesto. Por ello, la
cuantificacién por esta metodologia es muy sencilla, ya que conociendo la concentracién
molar del estandar interno (M5, mol/L), puede calcularse la concentracion molar cada

especie (Mp,, mol/L) como:

Apj,
Mp, = _Als Mg (5.1)
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Donde Ap; y Ajs son las dreas de pico de cada PL (LPL o GPL) y del estandar interno,

respectivamente.

Luego conociendo la concentracion de lecitina en la muestra (G, g/L) puede determinarse la

concentracion molar de cada especie en la lecitina:

__ Mpy

mol - (5.2)
/g lecitina) Co

CPL(

5.2. MATERIALES Y EQUIPAMIENTO

5.2.1. MATERIALES

Las caracteristicas de la lecitina cruda de girasol y la enzima utilizada para su hidrdlisis fueron

descriptas en el capitulo 3 (seccion 3.1.1y 3.1.2, respectivamente).

Para el estudio del sistema mas adecuado para la preparacidon de las muestras se utilizaron
deoxicolato sédico (Sigma-30970. Sigma-Aldrich, Italia), EDTA disddico
(Ethylenediaminetetraacetic acid, disodium salt dihydrate p.a. ACROS ORGANIC), y agua

deuterada (D,0, Deuterium oxide -Heavy water- 99,8 atom % D. ARMAR Chemicals, Suiza).

Como estandares internos para la cuantificaciéon se utilizaron fosfato disddico (Na;HPOy,,
Sigma, lItalia) y N-fosfonometil glicina (PMG, C3HgNOsP. Estandar analitico, pureza 99,8%.

Monsanto Europe, N. V.).

Para la identificacion de los compuestos se utilizaron patrones puros de fosfolipidos vy

lisofosfolipidos. La fosfatidiletanolamina (PE), acido fosfatidico (PA), fosfoglicerol (PG) vy
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lisofosfatidilcolina (LPC) fueron de Coatsome NOF Corporation (Tokio, Japdn). El
fosfatidilinositol (P1) y lisofosfatidilinositol (LPI) fueron de Sigma (ltalia). Para la identificacién
de fosfatidilcolina (PC) se utilizé Phospholipon 90G (lecitina de soja altamente purificada con
al menos 90% PC, de Rhéne-Poulenc, GmbH & Co., Colonia, Alemania). Los compuestos
puros, o mezclas de composicion conocida de las especies de interés, se usaron también
para la verificacién de la técnica desarrollada, para lo que se utilizé6 ademas fosfatidilcolina
(PC) de NOF Corporation (Tokio, Japdn). En la Tabla 5.1 se detallan las caracteristicas de los

compuestos utilizados, indicando la marca, origen y grado de pureza.

5.2.2. EQUIPAMIENTO

Para la preparacién de muestras se utilizd6 un sonicador Sonifier 250/450 (Branson
Ultrasonics, Danbury, CT, Estados Unidos) y como agitadores se utilizaron un Shaker SM-30
(Edmund Bihler, Hechingen, Alemania) y un IKA-C-MAG HS 7 (Hot Plate Stirrer Ceramic Top.

IKA, Alemania).

La determinacién por **P-NMR se llevé a cabo en un equipo Bruker Avance 500 (500 MHz,
Rheinstetten, Alemania), perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Gante,
Bélgica. El equipo se operdé a una frecuencia de *'P de 202,46 MHz, utilizdndose el ya
mencionado modo de “Inverse gate proton decoupling” para la supresion del efecto NOE. La
temperatura de las mediciones fue controlada dentro de un rango de +/- 0,01 °C con un
controlador digital Eurotherm 3000 VT (Ashburn, VA, Estados Unidos). Se utilizé la siguiente
configuracidn para la adquisicién de datos: 65180 data points, pulso de exitacion de 90°, y N°

de escaneos: 256.
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Para las mediciones de pH se utilizé un analizador electroquimico Consort C6020 (Consort,

Bélgica).

Tabla 5.1. Caracteristicas de los compuestos puros utilizados para la identificacion de sefales
y verificacion del método propuesto.

Caracteristicas de los Compuestos Puros Comerciales de PLs y LPLs

PL Descripcion Marca Origen Pureza

PG Diestearil-fosfoglicerol COATSOME. Fosfolipido sintético 99%
(MG-8080LS. DSPG-Na) NOF Corp.  altamente purificado °
(ME-6060. DPPE) NOF Corp. altamente purificado 99%

PA Dipalmitilil-acido fosfatidico COATSOME. Fosfolipido sintético 99%
(MA-6060LS. DPPA-Na) NOF Corp. altamente purificado °
Estearil-lisofosfatidilcolina iDi intéti

1PC COATSOME. Fosfolipido sm't('etlco 99%
(MC-80 H. S-LysoPC) NOF Corp.  altamente purificado

L-a-Fosfatidilinositol de Glycine

max (P6636)
PI Sigma Lecitina de Soja 50%
Contiene acido fosfatidico y

fosfatidiletanolamina

L-a-Lisofosfatidilinositol sal sodica
de Glycine max

LPI  Principalmente ac. palmiticoy Sigma Lecitina de Soja 96%
estearico

(L7635)

Phospholipon 90G
Rhone-

Lecitina de soja altamente Poulenc Lecitina de Soja 90%
purificada en fosfatidilcolina
PC
Diestearil-fosfatidilcolina COATSOME. Fosfolipido sintético
. 99%
(MC-8080.DSPC) NOF Corp. altamente purificado
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5.3. ESTUDIO DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA LA DETERMINACION

5.3.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

Los solventes reportados con mayor frecuencia para la preparacion de muestras en la
determinaciéon de PLs mediante P-NMR son solventes organicos (o mezclas de ellos), siendo
los mas comunes el cloroformo y el metanol. Esto se debe a que la agregacién de PLs en
medio acuoso puede llevar a la obtencidn de picos muy anchos, lo que dificulta la
identificacion de los compuestos, pudiendo solaparse u obtenerse una misma sefial para
varios compuestos. Esta agregacion de los PLs en medio acuoso se ve reflejada en la turbidez
de las muestras, como puede observarse en las dispersiones de lecitinas en agua, que
resultan en muestras opacas de color amarillo. Una alternativa para evitar esta agregacion es
el uso de sustancias detergentes, como las sales biliares, que ayudan a reducir la
aglomeracion de PLs formando micelas mixtas (Meneses & Glonek, 1988; Cheng y col., 1992;
Puppato y col., 2007).

Debido a que las muestras provenientes de la hidrdlisis enzimatica realizada en esta tesis se
encuentran en medio acuoso, se estudio la preparacion de las mismas sin el uso de solventes
organicos para evitar tratamientos previos que pueden sumar errores experimentales,
ademads de incrementar el tiempo total de la determinacion. Asimismo la implementacion de
un sistema organico implica el uso de solventes deuterados (los dtomos de 'H son
sustituidos por ’H o deuterio), cuyo costo es muy alto, mientras que en el caso de sistemas
acuosos puede utilizarse sélo una fraccién de agua deuterada (D,0) en el total, reduciéndose
los costos de la preparacion de muestras (Henderson y col.,, 1974; London & Feigenson,

1979; Murcia & Villalain, 1993; Spyros & Dais, 2009).
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Ademas, en el caso de muestras mixtas como son las lecitinas crudas, el uso de detergentes
permite que tanto los lipidos polares como los no polares (TGs) se encuentren solubilizados,
obteniéndose una muestra homogénea, sin la necesidad de separaciones previas, que como
ya se dijo, pueden incrementar los errores experimentales en la determinacidon (MacKenzie y
col., 2009b).

Para la eleccidon del detergente a utilizar en las muestras, London & Feigenson (1979)
sugieren que las sales sddicas de colato y deoxicolato disuelven mas facilmente los lipidos
gue otros detergentes comunes como el SDS o Triton X-100, obteniéndose muestras de PLs
en agua con una buena transparencia para la determinacién por NMR. Por ello, se realizaron
ensayos preparando soluciones (o dispersiones) acuosas de deoxicolato y lecitina,
estudiando la influencia de la concentracidn en la transparencia de la muestra resultante y
en la resolucion de los espectros obtenidos por NMR.

Otro factor que influye en la resolucién de los espectros es la presencia de iones
multivalentes como el Ca*?. Varios autores (Henderson y col., 1974; Spyros & Dais, 2009)
sugieren que la presencia de estos iones estd asociada a la obtencion de picos (sefiales)
anchos en los espectros de P-NMR para muestras de fosfolipidos. Debido a que las muestras
de lecitina utilizadas en esta tesis poseen un contenido natural considerable de iones Ca™
(ver capitulo 3, Tabla 3.4), se estudid la influencia del agregado de EDTA como compuesto

guelante en la resolucién de los picos obtenidos por P-NMR.

Por otra parte, ademas de los aspectos mencionados, debid estudiarse la influencia del pH.
Varios estudios demuestran que tanto el tipo y composicion de los solvente (organico,
acuoso, con detergentes, etc.), como la concentracién de la muestra, la temperatura de
medicion y el pH, influyen en la frecuencia o shift (6) del compuesto; esto es, que

dependiendo de las condiciones de la muestra y temperatura de medicién, se tienen
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variaciones en los 6 tanto para los analitos como para la sustancia de referencia (estandar
interno), siendo el valor de pH el que tiene mayor influencia (Karaghiosoff, 2007). Por esto
mismo, en el proceso de desarrollo del método, fue necesaria la utilizacién de sustancias
puras para la identificacion de los compuestos de interés ya que si bien existen datos en la
literatura de los shifts de varios compuestos, éstos varian con las condiciones de

determinacion.

5.3.1.1. EFECTO DEL USO DE DETERGENTES

Como detergente para la preparacion de muestras se eligié una sal sédica de deoxicolato
(DC). En primer lugar se ensayd la influencia de la relacién lecitina:deoxicolato en la
transparencia de las muestras, para 2% y 4% (m/m) de lecitina cruda de girasol (nativa) y

entre 0y 10% DC (m/m).

Todas las muestras fueron preparadas alternando sonicacién y agitacion a 40 °C, para
asegurar una buena disolucidn, seglin se describe en la literatura (London & Feigenson,
1979; Murcia & Villalain, 1993). Luego las muestras se dejaron descansar (sin agitaciéon) a
temperatura ambiente por 2 h, y se evalud su turbidez visualmente, en comparacidn con una
muestra patrén de lecitina disuelta en cloroformo (transparencia deseada). Para ello se
prepard una muestra de lecitina cruda de girasol en cloroformo en igual concentracién que

las muestras a analizar.

En la Tabla 5.2 se muestran los resultados obtenidos para los ensayos de turbidez. Se
observd que en el rango estudiado, la concentracion de lecitina no influye en la

transparencia de las muestras.
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Tabla 5.2. Transparencia lograda en muestras de lecitina cruda de girasol en agua, segun la
cantidad de deoxicolato (DC) utilizada.

% Lecitina (m/m)

% DC (m/m) 2% 4%
0 muy turbio muy turbio
2 muy turbio muy turbio
5 turbio turbio
6 ligeramente turbio  ligeramente turbio
7 ligeramente turbio  ligeramente turbio
8 Transparente Transparente
9 Transparente Transparente
10 Transparente Transparente

Por otra parte, es evidente que la concentracién de DC influye notablemente en la

transparencia, lo que también puede apreciarse en la Figura 5.2, donde se muestra una foto

de los viales con lecitina de girasol y distintas concentraciones de DC.

Los viales de la foto contienen todos un buzo magnético para agitaciéon en su interior, y

puede observarse cdmo, a medida que aumenta la concentracién de DC, el buzo puede

verse mas claramente a través de la muestra.

Tanto en la tabla como en la figura, puede verse que hasta un 5% DC no se observan

diferencias marcadas en la transparencia, obteniéndose muestras opacas a la vista; si bien la

opacidad de la muestra con 5% es algo menor que para la muestra sin detergente (0%), no

se consigue la transparencia deseada.
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Figura 5.2. Transparencia de muestras con 2% (m/m) lecitina y un contenido de deoxicolato
de 0 a 10% (m/m), a temperatura ambiente.

Asimismo, para las muestras donde la concentracidn de detergente utilizada fue de 6 y 7%,
la transparencia es mayor, lo que queda reflejado en la imagen ya que a partir de esas
concentraciones puede apreciarse el buzo agitador en el interior del vial (lo que no logra
apreciarse para 0 y 5% DC). Por ultimo, como se ve en la Figura 5.2, y queda reflejado en la
tabla, utilizando concentraciones de 8 y 10% DC se obtienen muestras con la transparencia

deseada.

5.3.1.2. EFECTO DEL AGREGADO DE NA-EDTA

Una vez estipulada la concentraciéon de DC, se siguié con el estudio de la influencia de la
presencia de EDTA en las muestras, analizando los espectros obtenidos con y sin el agregado
de este compuesto.

Para ello se prepararon muestras con lecitina cruda de girasol, lecitina de soja purificada
(90% PC) y LPC pura, todas a una concentracion del 2% (m/m). En todos los casos se disolvio

la muestra en solucion acuosa al 10% DCy 2 mM Na-EDTA. En la Figura 5.3 se muestran los
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espectros obtenidos mediante P-NMR, para lecitina cruda de girasol con y sin el agregado de

EDTA (Ay B, respectivamente).

B
A
MA\J' ! WA
A
"l l ’l ! '\
h_).I,I v ""._.' v\
i 0 1

Figura 5.3. Comparacién de espectros obtenidos por *’P-NMR para muestras de lecitina
cruda nativa de girasol, con (A) y sin (B) el agregado de Na-EDTA, a idénticas
concentraciones de lecitina.

Las mediciones se llevaron a cabo a una temperatura de 40 °C, y las especificaciones del
equipo de espectroscopia para la medicidén y adquisiciéon de datos son las mismas para todos
los ensayos descriptos en este capitulo. Estas se detallan en la seccién 5.2.2 (Equipamiento)
y luego junto con el resto de las especificaciones del método, en la Tabla 5.3.

Puede observarse que el agregado de EDTA en las muestras es indispensable para lograr una
buena resolucidn de los picos, facilitando la identificacién y cuantificacién de las especies de
interés. Esto mismo no fue tan evidente en las muestras de lecitina de soja, hidrolizada y sin
hidrolizar, y ain menos en las muestras correspondientes a los compuestos puros. Este

hecho puede deberse a que el contenido de calcio en la lecitina de girasol es mas alto que en
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la de soja, por lo que se hace necesaria la utilizacion del compuesto con capacidad quelante
de metales multivalentes para obtener espectros con buena resolucién.

Por otra parte, durante la determinacién por P-NMR se observd que las muestras
conteniendo EDTA luego de un tiempo comenzaban a desestabilizarse hasta presentar
precipitados en los viales y en los tubos de NMR. Por este motivo, las muestras se
prepararon en el momento del analisis y fueron mantenidas en un bafio a 40 °C asegurando
asi la completa solubilidad y transparencia necesaria para la medicion y evitando este
proceso de desestabilizacidn.

De todas formas, se considerd que ésta no era la manera mas confiable ni practica para la
determinacién analitica. En consecuencia, se decidid estudiar otra posible solucién al
problema de la desestabilizacién.

Si bien este comportamiento no deseado sélo se observé en las muestras con EDTA, para
descartar que el DC sea el compuesto que precipita en las muestras a temperatura
ambiente, se decidié evaluar la estabilidad de este compuesto en soluciones acuosas a
distintas temperaturas. Para ello, se realizd un ensayo de densitometria en una solucién
acuosa de DC al 10% (m/m), utilizando un densitémetro DMA 5000M (Aanton Paar, Austria).
En la Figura 5.4 puede observarse que la densidad aumenta de manera continua con el
descenso de la temperatura, sin presentar saltos que indicarian la formacién de un
precipitado en la muestra. Esto sugiere que el deoxicolato, en la maxima concentraciéon
utilizada (10% m/m), se mantiene en solucién en el rango de temperaturas estudiado.

Luego, se prepararon muestras con menores concentraciones de EDTA (0,5 y 1 mM) para
comprobar si esto mejoraba su estabilidad, pero se obtuvieron los mismos resultados, con

formacidn de precipitados luego de cierto tiempo a temperatura ambiente.
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Figura 5.4. Densitometria de una solucién acuosa de deoxicolato al 10% (m/m), en un rango
de temperaturas de 10 a 60 °C.

Algunos autores sugieren que la solubilidad del EDTA en soluciones acuosas varia segun el
pH, reportando que a pHs menores a 7 disminuye significativamente, formando precipitados
(MacKenzie y col., 2009b). Por ello se realizaron estudios de solubilidad y estabilidad de las
muestras a temperatura ambiente, a diferentes valores de pH. Se prepararon muestras
similares a las del ensayo anterior (10% DC, 2% lecitina; m/m), con 1 y 2 mM de Na-EDTA, a
temperatura ambiente, con valores de pH de 6, 7, 8 y 9. El pH de las muestras se ajusté con
NaOH o HCI 0,1 N segun fuese necesario. Las muestras, como en todos los ensayos, fueron
preparadas alternando sonicacién y agitacién a 40 °C. Luego se dejaron descansar (sin
agitacion) a temperatura ambiente por 12 h, y se evalué su estabilidad. Los resultados
confirmaron la baja solubilidad del Na-EDTA en las muestras a pH=6, e incluso a pH=7,
observandose la formacion de precipitados para las dos concentraciones utilizadas del
compuesto quelante. Por el contrario, las muestras con 1 mM y 2 mM de Na-EDTA a pH=8 y
9, se mantuvieron claras y estables, sin presencia de precipitados, lo que confirmd que si se
trabaja a pH > 8 no es necesario disminuir el contenido de Na-EDTA en las muestras y puede

mantenerse la concentracién inicialmente propuesta de 2 mM.
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En conclusién, se decidid preparar todas las muestras para las determinaciones de
fosfoglicéridos por espectroscopia de P-NMR con una concentracion 2 mM de Na-EDTA y

ajustar el pH de todas ellas a un valor de 8, utilizando NaOH 0,1 N.

5.3.1.3. ELECCION DEL ESTANDAR INTERNO PARA LA CUANTIFICACION

En base a una busqueda bibliogréfica se decidié probar con dos compuestos diferentes para
elegir el que presentara mejor performance en los espectros de P-NMR. Es muy comun el
uso de P inorgdnico como estandar para espectroscopia de NMR de fosforo, siendo el acido
fosforico (H3POy) y sus sales sédicas (Na,HPO4 y NaH,PO4) los mds comunmente utilizados
(Henderson y col., 1974; Murcia & Villalain, 1993; Turner, 2002). Por otra parte, en los
ultimos afios se ha implementado el uso de la N-fosfonometil glicina o PMG (CsHgNOsP),
como estdndar interno en la determinacién de PLs por P-NMR, mostrando muy buenos

resultados (Sillentrop y col., 2002; MacKenzie y col., 2009b; Vyssotski col., 2009).

Se ensayaron determinaciones de lecitina cruda de girasol (2% m/m) y lecitina de soja
altamente purificada (90% PC), en solucién de 10% DC (m/m) y 2 mM EDTA, utilizando
fosfato disédico y PMG (ver seccion 5.2.1 materiales) como estdndares internos con una
concentracion de 5 mM, y se evalud la resolucién de sus sefiales. En la Figura 5.5 se
muestran los espectros correspondientes a muestras de lecitinas de girasol con ambos
estandares. Todas las determinaciones fueron realizadas segun las especificaciones

descriptas en la Tabla 5.3.
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Figura 5.5. Espectros de 31p_NMR de muestras de lecitina cruda de girasol (nativa) con (A)
fosfato disddico (Na,HPO,), y (B) N-fosfonometil glicina (PMG) como estdndares
internos para la cuantificacion.

El fosfato disddico mostrd sefiales con menor resolucién, presentando picos anchos, y con
leves corrimientos de d. Por el contrario el PMG mostré sefiales bien angostas y uniformes
en todas las muestras. Esto concuerda con lo reportado por algunos autores, que sugieren la
utilizacion de estandares diferentes al acido fosférico (y su sales sddicas), debido a que en
ciertas ocasiones suele presentar sefales poco resueltas con anchos de pico variables

(Karaghiosoff, 2007). En conclusién, se seleccion6 el PMG como estandar mas adecuado.

5.3.1.4. INFLUENCIA DEL PH

Debido a que la regidn del espectro en la que aparecen las resonancias de la mayoria de los
PLs es pequefia (de -1 a 1 ppm, salvo PA, LPA y GPA), y debido a la dependencia de éstas con
el pH, pueden tenerse variaciones en los 9§, conduciendo a errores en la identificacion, e
incluso la obtencidn de sefiales mal resueltas o solapadas, lo que conlleva a errores en la

cuantificacién de las especies (Yoza y col., 1994; Karaghiosoff, 2007)
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Por ello, con las condiciones para la preparacion de la muestra ya establecidas, se realizdé un
estudio de la sensibilidad a pequefias variaciones de pH en las frecuencias de resonancia

(“shifts”, 0) de los compuestos.

Se prepararon muestras de lecitina cruda de girasol, (10% DC, 2Mm EDTA) con PMG como

estdndar interno y con valores de pH entre 7 y 9, ajustado con NaOH 0,1 N.

Pudo observarse que cambios pequefios en el pH originaban movimientos en los o de
algunas especies. El efecto mds marcado se observé en el PMG (estandar), PA, PE y PG, lo

gue concuerda con lo reportado por varios autores (Puppato y col., 2007).

Sin embargo a pH=8 se observaron picos bien resueltos, pudiendo ser identificados e

integrados por separado, por lo que se decidio realizar las mediciones a ese valor de pH.

Es importante destacar, que debido a la influencia observada con pequenas variaciones en el

pH, este valor fue ajustado en las muestras con una precision de +0,2.

5.3.2. CONDICIONES OPTIMAS RECOMENDADAS

A partir de los resultados obtenidos en todos los estudios realizados se decidié fijar las
condiciones para la muestra en: 10% DC, 2mM Na-EDTA, 2% lecitina (m/m) y pH=8. Para la
cuantificacidén se eligio trabajar con 5mM de PMG como estandar interno. En la Tabla 5.3 se
resumen estas condiciones y las especificaciones finales para el método propuesto de
determinacion de fosfoglicéridos en lecitina cruda de girasol, nativa y modificada, mediante

P-NMR.
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Tabla 5.3. Especificaciones para la preparacion de muestra, equipo a utilizar y pardmetros
utilizados en la medicion, para el método propuesto de determinacion de
fosfolipidos y sus formas hidrolizadas mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de fosforo.

Especificaciones del Método Propuesto para Determinacion de PL, LPL y

GPL por *’P-NMR

Na-EDTA 2 mM
Lecitina de Girasol 2% (m/m)
. |
Composicion de la Deoxicolato de sodio 10 % (m/m)
muestra
PMG 5mM
pH 8

Equino Bruker Avance 500
quip (Rheinstetten, Alemania)

Especificaciones del .
pecif Frecuencia de

Equi, , 202,46 MH
quipo operacién de *'p z
Sonda BBI 5mm
Desacoplamiento Si
restringido inverso
Temperatura 40 °C
Puntos de tom§ de 6518
datos (data points)
Especificaciones para la
Medicion Pulso de excitacion 90°
NuUmero de escaneos 256
Tiempo de relajacién 12,25 s
Tiempo de 3,22
adquisicion
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5.4. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS PRESENTES EN LA LECITINA

CRUDA DE GIRASOL Y SUS MUESTRAS HIDROLIZADAS

Para la identificacién de todos los picos se utilizaron compuestos comerciales puros o
mezclas comerciales de composiciéon conocida. Las muestras se prepararon siguiendo las
especificaciones del método propuesto mencionadas en el inciso anterior (Tabla 5.3). Para
lograr la correcta identificacion de los compuestos correspondientes a todas las especies de
fosfolipidos, lisofosfolipidos y glicerofosfolipidos intervinientes en la reaccién de hidrélisis, se
eligieron como muestras representativas la lecitina cruda de girasol nativa y modificada
mediante hidrélisis, con tiempos de reaccién de 20 min y 24 h. De este modo, se aseguraba
qgue tanto los PL, LPLs (productos intermedios) como los GPLs (productos de hidrdlisis total)
estuvieran presentes en al menos una de las muestras y sus picos aparecieran en los

espectros.

Se utilizaron los compuestos comerciales disponibles en el laboratorio, o que pudieron
adquirirse para este fin (PC, PE, PA, PG, PI, LPCy LPI). Como no se contaba con disponibilidad
de compuestos de referencia para varias especies (LPE, LPA, LPG, y todos los
glicerofosfolipidos), los fosfolipidos comerciales fueron hidrolizados en las mismas
condiciones que la lecitina, obteniéndose mezclas de cada uno con sus correspondientes

lisofosfolipidos y glicerofosfolipidos.

En la Figura 5.6. se muestran los espectros correspondientes a LPC pura (C18-LisoPC) y una
muestra de hidrélisis de PC. Puede observarse un pico extra en la muestra de PC hidrolizada,
gue se atribuye a la forma mas hidrolizada del compuesto, la glicerofosfatidilcolina (GPC),
producto de hidrdlisis de la 2-LPC. Cabe destacar cémo este método de identificacidn logré

distinguir entre las dos formas de LPC, segln la posiciéon en la que se encuentre el acido
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graso (AG). La nomenclatura indica que la 1-LPC fue hidrolizada en la posicién 1 quedando
un AG esterificado en la posicidn 2, como sucede en el caso de utilizar Lecitase® Ultra,
enzima con actividad PLA;. Por el contrario, la 2-LPC presenta un AG esterificado en la
posicidn 1 por lo que puede ser hidrolizado nuevamente por la enzima Lecitase® Ultra para

dar GPC, la forma mas hidrolizada del compuesto, sin AGs.

2-LPC
A |
{
|
1-LPC
2-LPC
PC
B
|1-LPQ
GPC | |
l
2 0 [ppm]

Figura 5.6. Espectros de >'P-NMR correspondientes a muestras comerciales de
C-18-Lisofosfatidilcolina (A), y fosfatidilcolina (B), esta ultima hidrolizada con
Lecitase® Ultra.
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De esta manera, se fueron identificando los picos correspondientes a los LPLs y GPLs de los

gue no se disponia del estandar correspondiente.

Para el resto de los compuestos, sélo fue posible la identificacién de 1 pico para los LPL, no
pudiéndose distinguir entre la forma 1- y 2- del resto de los LPLs, como fue destacado en el
caso de la LPC. De todas formas en bibliografia sélo se encontré algunos autores que
reportan la capacidad de algunos métodos de *'P-NMR para la identificaciéon de estas dos
sefiales de 1-LPC y 2-LPC, pero no asi con el resto de los LPL (Diehl, 2001; MacKenzie y col.,

2009a).

Cabe destacar que los AG de los LPLs (para todas las especies) pueden migrar de una a otra
posicidn, obteniéndose un equilibrio entre los dos tipos de LPL (1- y 2-LPL). Este proceso se
conoce como acil migracién (o migracidon de acilo) y depende de varios factores como
temperatura, pH y tipo de LPL, siendo termodindmicamente mas estable la forma 2-LPL. La
acil migracién es la causa mas probable por la que se tiene hidrdlisis total de PL (obtencién
de GPL) en la modificacién enzimatica de lecitina de girasol llevada a cabo en esta tesis,

utilizando Lecitase® Ultra, por lo que se discutira en detalle mds adelante.

En la Figura 5.7 se muestran los espectros correspondientes a lecitina cruda de girasol nativa
y modificada por hidrdlisis, con tiempos de reaccién de 20 min y 24 h, indicando a qué

especie corresponde cada pico.

En la figura puede verse como para la muestra de lecitina nativa (A) se ven principalmente
fosfolipidos (PC, PI, PE, PA y PG). En las muestras hidrolizadas por 20 min (B) se ven todas las
sefiales correspondientes a los lisofosfolipidos (LPC, LPI, LPE, LPA y LPG) y a tiempos largos
de reaccion (24 h) pudieron identificarse todos los picos de glicerofosfolipidos (GPC, GPI,

GPE, GPG, GPA).
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Figura 5.7. Espectros de resonancia magnética nuclear de fésforo (*'P-NMR) para lecitina
cruda de girasol (A), y sus muestras hidrolizadas para 20 min (B) y 24 h de
reaccion (C).
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Otro aspecto importante que se tuvo en cuenta a la hora de esclarecer la identidad de las
sefiales en los productos comerciales hidrolizados, y en las muestras de lecitina modificada,
es que las especies de LPLs siempre tienen resonancias mas grandes (o mds positivas) que
sus correspondientes PL. Es decir la sefial en el espectro de un LPL, siempre estara a la
izquierda de la del PL de la misma especie. Lo mismo ocurre con los GPL, cuyos & seran
siempre mas positivos que los de su LPL correspondiente, presentdndose a la izquierda en el
espectro. Algunos autores incluso sugieren que las diferencias en las resonancias (Ad) entre
cada PL y su correspondiente LPL, son similares. Puppato y col. (2007) encontraron por
ejemplo, que la diferencia en las resonancias entre PG-LPG presentaban un valor (Ad) de
0,39 ppm y para PA-LPA un A6 = 0,46 ppm. En la Figura 5.8 se muestra el espectro reportado
por estos autores, donde se aprecia la similitud entre las diferencias de resonancias (Ad) de

diferentes PLs con sus respectivos LPLs.

Adpg
s ASF’C
ASpg | /
‘¥ PE
PA
; e f
LPA
I 1 N/ 1 1 1 1
475 425 3.75 0.75 0.25 -0.25 -0.75

[ppm]

Figura 5.8. Espectro de *’P NMR de una mezcla de PLs a pH 10,6, mostrando las diferencias
de resonancias entre los PlLs y sus correspondientes LPLs. Tomado de
Puppato y col. (2007).
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En los espectros obtenidos en esta tesis, pudo observarse un comportamiento similar de las
sefiales de LPLs respecto de sus correspondientes PLs. En la Tabla 5.4 se muestran los
valores de AJ para las distintas especies de PLs, obtenidos segun las especificaciones

detalladas en la Tabla 5.3.

Tabla 5.4. Diferencia de resonancia (Ad) entre las distintas especies de PLs y su
correspondiente LPL.

PC-LPC PI-LPI PE-LPE PG-LPG PA-LPA

AS(ppm)  0.44 0.44 0.41 0.40 0.44

Puede verse que los valores encontrados para las diferencias de resonancia (Ad) son
similares entre si para todos los pares de PL-LPL, coincidiendo también con lo encontrado
por Puppato y col (2007) quienes como ya se menciond, reportaron valores de alrededor de
0,4. De esta manera, podria afirmarse que si bien los valores de resonancia de las distintas
especies dependen de las condiciones de determinacién (pH, temperatura, solvente, etc.)
las diferencias entre los valores de o para un PL y su correspondiente forma hidrolizada se

mantendrian dentro de un valor constante.
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5.5. VALIDACION DEL METODO

Para la validacion del método cuantitativo, se prepararon muestras de concentracidon
conocida de fosfolipidos, a partir de compuestos puros o mezclas de composicién conocida.
Para ello se utilizaron compuestos comerciales de PC, PI, PE, PA, PG, LPCy LPI.

Las muestras para la determinaciéon cuantitativa por *IP_.NMR se prepararon de manera
idéntica a las muestras de lecitina, con 10% (m/m) DC, 2mM EDTA y a pH=8. Las cantidades
utilizadas fueron similares a las identificadas en las muestras de lecitina, seglin sea el
fosfolipido o lisofosfolipido, teniendo en cuenta el grado de pureza del producto. Las
determinaciones se realizaron como se detalla en la Tabla 5.3, y se llevaron a cabo por
duplicado.

En la Tabla 5.5 se muestra la pureza determinada experimentalmente para cada compuesto,
en comparacion con el grado de pureza informado por el proveedor (Valor tedrico, V).
Analizando el error relativo puede verse que para la mayoria de los compuestos se obtienen
determinaciones con por lo menos 98% de exactitud, comparando con el valor declarado.
Ademas, como no se contaba con compuestos comerciales de algunos lisofosfolipidos (LPA,
LPG), y tampoco de glicerofosfolipidos, para verificar la cuantificacién de estos compuestos
de interés se prepararon muestras de composicion conocida de cada PL y se hidrolizaron con

la intencién de obtener mezclas de PL+LPL+GPL para todas las especies.
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Tabla 5.5. Comparacion entre la pureza de muestras comerciales (V1) y la determinada
experimentalmente, a partir de muestras de concentracion conocida de PLs y LPLs

Pureza del Compuesto (% m/m)

Determinada por Error Relativo®
Especie vy a1 . CV%*

P-NMR (%)

PC 99 97,92 0,68 1,09
] 50 48,39 1,07 3,22
PE 99 97,60 1,18 1,41
PA 99 97,33 1,32 1,69
PG 99 96,09 1,51 2,94
LPC 99 97,95 0,71 1,06
LPI 96 94,38 0,87 1,69

2 V;: Valor tedrico informado por el proveedor.

b Media aritmética, n = 2.

©CV%: Coeficiente de variacién de los valores determinados por NMR.
d Er% = (V7 - Valor medio experimental)/V; *100.

La hidrdlisis se llevé a cabo en las mismas condiciones que las muestras de lecitina de girasol,
descriptas en el capitulo 4. Esto no sdélo permitid la identificacién de los picos para los
compuestos sin estandares disponibles, como ya se explicd en una seccién anterior, sino
también la verificacidén de la validez de su cuantificacidon por este método.

La verificacidon de la cuantificacidn de estos compuestos se realizé de la siguiente manera:

Si se considera la reaccién de hidrélisis (Figura 5.9), por cada mol de PL en la muestra luego
de la reaccion se tendra una mezcla de x moles de PL + y moles de LPL + z moles de GPL

dependiendo del avance de la reaccidn, cuyas cantidades siempre sumaran 1 mol.

-174 -



Capitulo 5 Desarrollo de una Técnica de *'P-NMR para Determinacion de Fosfoglicéridos

PLA,

PL T» PL + LPL + GPL 0 soqmol
1 mol b ¢ y z

AGLs

Figura 5.9. Reaccidn de hidrdlisis de fosfolipidos (PLs) utilizando Lecitase® Ultra (PLA;)

Considerando esta conservaciéon de la cantidad de moles, desde el punto de vista tedrico se
verifica que x + y + z es igual a la concentracion molar de PL presente en la muestra original
(sin hidrolizar). Luego, se verificé en las muestras de PLs comerciales de concentracién molar
conocida, que la suma de todas las especies hidrolizadas y sin hidrolizar, se mantenga
constante luego de la hidrdlisis. Para ello se determind la composicion molar de todas las
especies encontradas en cada muestra hidrolizada, y se calculé el error relativo con respecto

al contenido molar inicial del PL en la muestra sin hidrolizar, segun la siguiente férmula:

(Mpp+ Mypp+ MgpL)Exp
0
Mp,,

Ec% = [1- | 100 (5.3)

Donde (Mp, + Myp, + Mgp)Exp €S la suma de las concentraciones molares determinadas
experimentalmente por NMR en la muestra hidrolizada, y M%; la concentracién molar en la
muestra original calculada a partir de la pureza informada y el peso molecular de cada PL.

En la Tabla 5.6. se muestran los porcentajes calculados con respecto al valor tedrico
(obtenido en base a la pureza declarada en el producto), para todas las especies estudiadas.
Puede verse que los Ec% obtenidos fueron en general menores al 3%. El valor mas alto fue
obtenido para el PI, pero en este caso la pureza informada por el proveedor se trata de un

valor aproximado.
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Con todo esto, se verifica que el método es adecuado no sdlo para identificar todas las
formas hidrolizadas de los fosfolipidos presentes en las muestras, sino también para su

cuantificacion.

Tabla 5.6. Error relativo en la cuantificacion por *Ip_NMR de PL, LPL, y GPL a partir de
muestras comerciales de concentracion conocida sometidas a hidrdlisis
enzimdtica con Lecitase® Ultra.

Error en la cuantificacién por >'P-NMR de

muestras hidrolizadas

Especie Ec %
PC 1,15
PI 4,38
PE 1,67
PA 2,44
PG 2,99

Luego, mediante este método, es posible la determinacidn cuali-cuantitativa del contenido
de fosfoglicéridos presentes en la lecitina cruda de girasol nativa e hidrolizada obtenida en
esta tesis. De esta manera puede realizarse el seguimiento de los productos de hidrdlisis de
PLs, lo que permite no sélo evaluar la cinética de reaccion, sino también caracterizar las
lecitinas modificadas. En el siguiente capitulo (capitulo 6) se muestran y discuten los

resultados de esta caracterizacion.
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5.6. CONCLUSIONES

La metodologia de espectroscopia de resonancia magnética nuclear de fésforo, demostro ser
adecuada para la determinacion de fosfolipidos y sus productos de hidrélisis en lecitina

cruda de girasol.

El método desarrollado presenté la ventaja de permitir la identificacién de todos los
lisofosfolipidos presentes en las muestras, y también de los glicerofosfolipidos, lo que
permite el seguimiento de la hidrdlisis de los lisofosfolipidos que son los compuestos de

mayor interés en las lecitinas modificadas.

Con esta técnica puede realizarse el seguimiento de las distintas especies en los productos
de hidrélisis de lecitina, evaluando en qué momento conviene detener la reaccién, segun las

caracteristicas deseadas en el producto final.

Ademas, si bien en el grupo de alimentos de PLAPIQUI no se cuenta con un equipo de
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, si se cuenta con la disponibilidad de un
equipo de NMR de liquidos en el Departamento de Quimica de la Universidad Nacional del
Sur, por lo que es un método factible para permitir la determinacién de estos compuestos en

trabajos futuros realizados por el grupo.
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5.7. DIFUSION DE RESULTADOS

Algunos detalles de la metodologia presentada en este capitulo fueron publicados en los

siguientes trabajos:

5.7.1. PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTIFICAS:

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined
concentrated milk emulsions”. Kasinos, M; Goii, M. L; Nguyen, M. T; Sabatino, P; Martins, J.
C; Dewettinck, K; Van der Meeren, P.

Articulo original; International Dairy Journal; 2014. Vol 38; p 187-194.

5.7.2. PRESENTACIONES EN CONGRESOS

“Determinaciéon de fosfoglicéridos en lecitina de girasol mediante 3Ip_.NMR. Desarrollo de
una técnica analitica”. Goni ML, Constenla DT, Van der meeren P, Carelli AA.
Trabajo presentado como Pdster y Trabajo completo en el V Congreso Internacional
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICYTAC 2014). Noviembre 2014, Cérdoba,

Argentina.

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined
evaporated milk emulsions”. Kasinos, M; Goii, ML; Sabatino, P; Van der Meeren, P.
Poster presentado en 8th NIZO Dairy Conference, “Functional Enzymes for Dairy

Applications”. Septiembre de 2013, Papendal, Paises Bajos.
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6. SEGUIMIENTO DE FOSFOGLICERIDOS EN LA HIDROLISIS

MEDIANTE 31P-NMR.

En este capitulo se describe la caracterizacion de los fosfoglicéridos (PLs, LPLs y GPLs) en la
lecitina cruda de girasol y las muestras modificadas.

Como ya se explicé en los capitulos 1y 2, las lecitinas y lisolecitinas presentan propiedades
emulsionantes en un amplio rango de aplicaciones, tanto en la industria alimentaria como
cosmética y farmacéutica, pudiéndose comportar como emulsionantes o/w (aceite en agua)
o w/o (agua en aceite). El tipo de aplicacion depende de la composicion de la lecitina,
pudiendo variar en el tipo de PLs, o LPLs, contenido de lipidos neutros u otros compuestos
como glicolipidos, acidos grasos libres, etc., por lo que conocer la composiciéon cuali y
cuantitativa de los productos obtenidos en esta tesis es de gran importancia para determinar

el tipo de sistema en el que pueden ser aplicados como emulsionante.
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6.1. MATERIALES Y EQUIPOS

Las caracteristicas de la lecitina cruda de girasol y la enzima utilizada para su hidrélisis fueron

descriptas en el capitulo 3 (seccion 3.1.1y 3.1.2, respectivamente).

Los materiales utilizados en la preparacién de muestras para la determinacion de
fosfoglicéridos, asi como los compuestos utilizados como estdndares para su identificaciéon y

cuantificacién, fueron descriptos en el capitulo 5, seccién 5.2.1.

Para el control de la reaccion se utilizé un titulador automatico (Dosimat 765, Metrohm,
Herisau, Suiza) y un bafio calefactor con recirculacién de agua (Heating Circulating Baths,

PolyScience ®, EEUU).

La determinacidén cuali-cuantitativa de fosfolipidos y sus formas hidrolizadas mediante
espectrometria 3IP_.NMR fue llevada a cabo en un equipo Bruker Avance 500 (500 MHz,
Rheinstetten, Alemania), perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Gante,
Bélgica. Las condiciones de operacién del equipo fueron detalladas en el capitulo 5, seccién

5.2.2.

Para las mediciones de pH se utilizé un analizador electroquimico Consort C6020 (Consort,

Bélgica).

6.2. REACCION DE HIDROLISIS

La hidrdlisis enzimatica de lecitina cruda de girasol se llevé a cabo segun las condiciones
dptimas recomendadas en el capitulo 4, utilizando la misma relacién enzima: sustrato de

1 uL: 80 mg, pH=5, y una temperatura de reaccién de 50 °C.
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Considerando que las muestras de lecitina modificadas serian utilizadas luego como
emulsionantes y que el uso de buffer en el medio de reaccién para mantener el pH
constante implicaria una posterior separaciéon de las sales en las muestras obtenidas por
hidrdlisis, se recurrié a un procedimiento alternativo consistente en la regulacion del pH
siguiendo la titulacién de los acidos grasos liberados durante la hidrdlisis. Para ello, se utilizé
un equipo titulador automatico, el cual mide el pH y cuando detecta una variaciéon de + 0,05
en su valor dosifica el volumen requerido de una solucién acida o basica hasta volver al valor
de pH original. En este caso se utilizé una solucién de NaOH 25 mM. El volumen de solucién
basica agregado asi como el pH del medio de reaccién son registrados por el equipo; lo cual
no solo es util para el control de la reaccidn sino también para recalcular la concentracion de
lecitina en las muestras si es necesario, ya que puede haber una pequefa dilucién segun el

volumen de solucién agregado.

Se prepard una dispersion de lecitina agregando 4% m/m de lecitina cruda nativa de girasol
en agua, utilizando agitacién magnética a 50 °C, hasta obtener una mezcla homogénea. El pH
inicial del medio de reaccién se ajusté a un valor de 5,0 con unas gotas de HCI (0,1 N). El
recipiente con la dispersién de lecitina en agua fue colocado en un bafio de agua a fin de
controlar y mantener su temperatura a 50 °C, y luego se agregé el volumen correspondiente

de Lecitase® Ultra para lograr una concentracién 0,05 % v/v.

La hidrdlisis se llevd a cabo a diferentes tiempos (tn) entre 5 y 360 min. Adicionalmente, se
realizdé un ensayo de 24 h de duracién con el fin de determinar el estado estacionario de la
reaccion. Al término del periodo de reaccion considerado, las mezclas fueron
inmediatamente incubadas a 100 °C durante 10 min para inactivar la enzima y detener la

reaccion. La hidrdlisis se realizé por duplicado para cada tiempo de reaccién (t;).
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6.3. DETERMINACION CUALI-CUANTITATIVA POR 31P-NMR

La determinacion de fosfoglicéridos en las muestras de lecitina cruda de girasol nativa y
modificada por hidrdlisis se llevd a cabo por el método propuesto de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de fdsforo, en las condiciones resumidas en la Tabla 5.3

(capitulo 5, seccidon 5.3.2).

En la Figura 6.1 se presentan algunos de los espectros obtenidos para la lecitina nativa (t,=0)
y modificada. Se muestran resultados a un tiempo de reaccion corto (20 min), intermedios

(60 y 360 min) y por ultimo a 24 h.

Como ya se explicd en el capitulo anterior, la intensidad de la sefial (drea de pico) es
directamente proporcional a la concentracion molar de la especie en la muestra, y esta

relacién no varia segun el tipo de compuesto.

Mediante las ecuaciones 5.1 y 5.2 (capitulo 5) se calculé la concentracién de todas las
especies observadas en los espectros, tanto de la lecitina nativa como de las muestras
hidrolizadas, en mmol/ g lecitina, o su expresidén equivalente: mmol/ 100 g lecitina. Luego,
con el peso molecular medio de cada PL o LPL puede obtenerse el contenido de cada especie
en mg/ g de lecitina, pudiendo calcular asi el porcentaje en peso de cada especie presente
en las lecitinas nativa y modificada. Para el calculo del peso molecular medio de cada
compuesto se utilizé un promedio ponderado de los pesos moleculares de los cuatro acidos
grasos mayoritarios presentes en la lecitina utilizada (acidos palmitico, estedrico, oleico y

linoleico).

Las determinaciones se realizaron por duplicado, y se utilizo el test de Student (t-test) como

método de comparacién de medias. Para todos los compuestos, los valores promedio
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calculados para distintos tiempos de reaccidon se compararon mediante este método vy las

diferencias se consideraron significativas para valores de P < 0,05.

6.3.1. CoOMPOSICION DE FOSFOGLICERIDOS EN EL SUSTRATO

La Figura 6.1 A muestra las resonancias caracteristicas de los principales fosfolipidos
presentes en la lecitina cruda nativa de girasol utilizada como sustrato para la hidrdlisis
(tn = 0). Puede observarse que el componente mayoritario es la fosfatidilcolina (PC), seguido
del fosfatidilinositol (PI), y en menor proporcién fosfatidiletanolamina (PE), acido fosfatidico
(PA) y fosfoglicerol (PG). Se observa también la presencia de lisofosfolipidos, como la

lisofosfatidilcolina (LPC) o la lisofosfatidiletanolamina (LPE) en menor proporcién.

En la Tabla 6.1 se muestra la composicion de PLs y LPLs en la lecitina cruda de girasol
utilizada como sustrato de la reaccidn de hidrélisis, expresada en porcentaje en peso sobre
el total de muestra (g/100 g lecitina), y sobre el total de fosfoglicéridos (FG) presentes en la
muestra (g/100 g FG). Los valores presentados en todas las tablas son un promedio de dos
determinaciones, y los coeficientes de variacidon de todos los datos obtenidos resultaron

menores al 3%.
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Figura 6.1. Espectros de resonancia magnética nuclear de fdsforo (31P—NMR) para lecitina
cruda de girasol nativa (A) y modificada con tiempos de reaccion de 20 min (B),
60 min (C), 360 min (D) y 24 h (E).
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Tabla 6.1. Composicion de fosfolipidos y lisofosfolipidos en la lecitina cruda de girasol
utilizada como sustrato de hidrdlisis, determinada por *'P-NMR.

Composicion de Fosfolipidos y Lisofosfolipidos
en Lecitina Cruda Nativa de Girasol °

Especie g/ 100 g lecitina g/ 100 g fosfoglicéridos
PC 17,88 £ 0,14 39,76 £ 0,67
Pi 12,53+0,12 27,86 £ 0,53
PE 7,15+ 0,08 15,91 +0,33
Fosfolipidos
(PLs) PG 0,84 + 0,01 1,86 + 0,05
PA 2,17 +£0,03 4,82 +0,11
Total 40,57 £ 0,38 90,21 +£1,69
LPC 3,61+0,03 8,04 £ 0,80
Lisofosfolipidos  LPE 0,79 + 0,01 1,75 + 0,40
(LPLs)
Total 4,40 £ 0,04 9,79+1,20
Fosfoglicéridos
Total 44,97 £ 0,42 100+ 2,89
(FG)

® Media aritmética + Desviacién estandar; n = 2; CV < 3%.

6.3.2. COMPOSICION DE FOSFOGLICERIDOS EN LA LECITINA MODIFICADA POR HIDROLISIS

En los espectros correspondientes a la lecitina modificada mediante hidrdlisis enzimatica
(Figura 6.1 B-E), se observa la aparicidn de sefales correspondientes a otros lisofosfolipidos
gue no estaban presentes en la muestra original: lisofosfatidilinositol (LPI), lisofosfoglicerol

(LPG) vy el acido lisofosfatidico (LPA); y los glicerofosfolipidos: glicerofosfatidilcolina (GPC)
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glicerofosfatidilinositol (GPI), glicerofosfatidiletanolamina (GPE), glicerofosfoglicerol (GPG) y

acido glicerofosfatidico (GPA).

En la Figura 6.1 se aprecia como a tiempos cortos de reaccién (Figura 6.1 B, t, = 20 min) se
tiene una brusca disminucién en el contenido de fosfolipidos que va de la mano de un
aumento en el contenido de lisofosfolipidos. Se observa que el componente mayoritario de
la muestra es ahora la 2-LPC. A medida que el tiempo de reaccién avanza (Figura 6.1 C-D,
t, = 60 y 360 min) puede verse cdmo las sefiales correspondientes a los PLs presentes en la
lecitina nativa comienzan a desaparecer, y en cambio comienzan a apreciarse los picos
correspondientes a la forma totalmente hidrolizada (glicerofosfolipidos), a la vez que se

observa una disminucion de los lisofosfolipidos.

Esto también puede observarse en la Tabla 6.2, donde se muestra la composicion de
fosfolipidos y sus formas hidrolizadas, en la lecitina nativa y las muestras modificadas, segun
el tiempo de reaccion. En esta tabla, los valores se presentan en mmol/ 100 g de lecitina de

manera que pueda realizarse el seguimiento de la reaccidn de hidrdlisis mas facilmente.

Como resultado del analisis estadistico, se indican con letras distintas los valores que
resultaron significativamente diferentes, para un mismo compuesto a los distintos t,. Los
valores mdaximos alcanzados por cada lisofosfolipido, se indican en sombreado,

observandose que corresponden en general a t, = 20-30 min.

Cabe destacar que no se encontraron diferencias significativas entre las muestras con
t, = 360 min y 24 h, lo que sugiere que a las 6 h la reaccién ya ha alcanzado el estado

estacionario.

Esto queda reflejado en la Figura 6.2 donde se muestra la evolucion de las distintas especies

a lo largo del tiempo de reaccion.
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Figura 6.2. Evolucion de las distintas especies de fosfoglicéridos (FG) con el tiempo de

hidrdlisis (tp), mostrando el estado estacionario de la reaccion desde 6 h
(360 min) hasta 24 h (1440 min), permaneciendo constante la concentracion
tanto de fosfolipidos (PLs) como de lisofosfolipidos (LPLs) 'y
glicerofosfolipidos (GPLs).

En la Figura 6.3 se muestra una ampliacion de la zona del espectro para valores de d entre

0 y 0,5 ppm, para las muestras de lecitina modificada (t, = 20, 60, 360 min y 24 h). En la

misma puede apreciarse con mayor detalle la zona mencionada. Esto permite observar

cémo con el tiempo de reaccién disminuye el area relativa de los picos correspondientes a

las especies de LPCy LPI, y a su vez aumentan los correspondientes a GPCy GPI.

-194 -



Capitulo 6 Seguimiento de Fosfoglicéridos en la Hidrdlisis mediante *'P-NMR

GPC
A 2-LPC C
GPI
LPI
GPC LPl  2-LPC
GPI
2-LPC GPC D
B
GPC LPI GPI
LPI
GP| 2-LPC
-00 -0.2 10.4- [ppm] -OV.O -‘0.2 -04  [ppm]

Figura 6.3 Detalle de espectros de resonancia magnética nuclear de fosforo para lecitinas
modificadas con tiempos de reaccion de 20 min (A), 60 min (B), 360 min (C), y
24 h (D). Se muestran los picos correspondientes al glicerofosfatidilinositol (GPI),
glicerofosfatidilcolina (GPC), lisofosfatidilinositol (LPI), y 2-lisofosfatdilcolina
(2-LPC).

En la Figura 6.4 se muestra la disminucidn de las distintas especies de fosfolipidos durante la
hidrélisis. Si se observan las curvas a tiempos cortos de reaccion (t, < 5 min), puede verse
que la mayor pendiente inicial la presenta la fosfatidilcolina (PC), seguida de la
fosfatidiletanolamina (PE) y el 4cido fosfatidico (PA). Por su parte el fosfatidilinositol (PI) y el

fosfoglicerol (PG) son las especies con menores velocidades iniciales de reaccidn. La baja
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velocidad inicial del PG puede deberse a la pequefia concentracidon de esta especie en las
muestras, pero para el caso del Pl puede decirse que los resultados sugieren una baja

selectividad de la enzima para este compuesto.
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Figura 6.4. Disminucion del contenido de fosfolipidos (PL) durante la hidrdlisis de
lecitina cruda de girasol.

Luego, en las condiciones de reaccién estudiadas la enzima Lecitase® Ultra presenté una

selectividad para la hidrélisis de PLs como se muestra a continuacion:
PC > PE, PA > PI, PG

Esto concuerda con datos reportados por otros autores para la hidrélisis de fosfolipidos con

Lecitase® Ultra como catalizador (MacKenzie y col., 2009; Penci, 2009).
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En la Figura 6.5 se muestra la evolucién de las distintas especies de lisofosfolipidos, durante
la reaccion de hidrdlisis. Puede verse que para los componentes mayoritarios (LPC, LPl y
LPE), la concentracion aumenta hasta alcanzar su maximo a los 20 min de reaccidn, para

luego comenzar a disminuir hasta llegar a un valor constante después de 6 h de hidrdlisis

(360 min).
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Figura 6.5. Evolucion del contenido de lisofosfolipidos (LPL) durante la hidrdlisis de
lecitina cruda de girasol.
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6.4. COMPARACION CON METODOS CROMATOGRAFICOS

Con el objeto de comparar los resultados obtenidos por NMR con otra técnica de
determinacion de fosfolipidos, se trabajo en colaboracién con un grupo de investigacion de
la Universidad de Gante, Bélgica (Laboratorio de Ingenieria y Tecnologia de Alimentos,
Departamento de Seguridad y Calidad Alimentaria, Facultad de Bioingenieria). En dicho
grupo han desarrollado una técnica de determinacion de fosfolipidos por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC), utilizando un detector ELSD (Evaporative light scattering
detector), que recientemente ha sido publicada (Nguyeny col., 2014).

El andlisis de fosfolipidos y lisofosfolipidos se llevd a cabo en fase normal, en un equipo de
HPLC Shimadzu (Tokyo, Japdn), conectado a un detector ELSD (ELSD 3000, Alltech Associates
Inc., Lokeren, Bélgica). La integracion y adquisicion de datos se llevé a cabo con un software
LCSolution (Shimadzu, Japdn). Se utilizé una columna de silica (250 x 4,6 mm x 5 um. YMC-
Pack Diol Silica column. YMC, Kyoto, Japdn), conectada a una pre-columna (7,5 x 93 mm x
5 um, diol silica). El horno se mantuvo a 35 °C durante toda la medicién. Como fase moévil se
utilizé un gradiente ternario de A: hexano, B: metanol/4cido acético/trietilamina (97: 1,5:
1,8; v/v/v), y C: acetona/acido acético/trietilamina (97: 1,5: 1,8; v/v/v). El gradiente de
elucion se muestra en la Tabla 6.3.

La temperatura del detector fue de 65 °C, y el flujo de gas nitrégeno para el nebulizador fue
de 1,7 L/min. El volumen de inyeccién fue de 25 uL y las muestras fueron analizadas por
duplicado. Para la identificacidon de los compuestos se utilizaron PLs y LPLs puros (PC, PI, PE,
PA, PG, LPC, LPI, LPE, y LPA) de Sigma—Aldrich NV (Bornem, Bélgica). Para la determinacién
cuantitativa se utilizaron curvas de calibracién previamente elaboradas, construidas con
lecitina de girasol estandar (composicién conocida de PLs y LPLs, determinada por *'P-NMR,

Spectral Service GmbH, K&ln, Alemania).
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Tabla 6.3. Programacion de la fase movil utilizada en la determinacion de PLs y LPLs
mediante HPLC-ELSD (Nguyen y col., 2014).

Programacion de la Fase Movil para HPLC-ELSD

Tiempo Solvente A Solvente B Solvente C Caudal

(min) (%) (%) (%) (mL/min)
0 7 0 93 1,0
6 7 4 89 1,0
14,5 7 15 78 1,0
16 7 25 68 1,0
28 7 60 33 1,0
32 7 60 33 1,0
35 7 0 93 1,0
40 7 0 93 1,0

En la Figura 6.6 se muestran los cromatogramas correspondientes a lecitina cruda de girasol
nativa e hidrolizada durante 20 min. Cabe aclarar que debido a una disponibilidad limitada
del equipamiento analitico, sélo se analizaron algunas muestras de lecitina representativas
de distintas etapas de la reaccién.

En los cromatogramas puede verse que mediante esta técnica no puede obtenerse
informacidén sobre el estado mas hidrolizado de las especies que son los glicerofosfolipidos
(GPL), lo que representa una desventaja del método con respecto al desarrollado por NMR.
Ademas, las sefiales de LPA y LPE se superponen, obteniéndose un Unico pico para ambas

especies, lo cual constituye una limitacion en el poder de resolucidn de esta técnica.
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Figura 6.6. Ejemplos de cromatogramas obtenidos por HPLC-ELS de lecitina cruda de girasol
nativa (A), e hidrolizada durante 20 min con Lecitase® Ultra (B), mostrando la

deteccion de fosfolipidos (PA, PG, PE, Pl, PC) y lisofosfolipidos (LPE, LPA, LPI,
LPC), con algunos picos no identificados (ni).

Otra desventaja de esta metodologia con respecto a la propuesta por NMR, es que la
respuesta del detector varia segun el compuesto, por lo que fue necesaria la utilizacion de
curvas de calibracion para la cuantificaciéon de los analitos. Ademds, esta respuesta no es

lineal con la concentracion del analito, sino que sigue una relacién potencial del tipo:
C = aA® (6.1)

Donde C es la concentracion del compuesto en la muestra inyectada, en mg/mL; A es el drea
de pico correspondiente; y a y b son parametros que varian segun el compuesto, y se

ajustan en base a las curvas de calibracion.
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En las Tablas 6.4 y 6.5 se presenta una comparacion de la cuantificacidon de fosfoglicéridos
mediante el método sugerido de P-NMR vy esta técnica de HPLC-ELSD.

Para todos los compuestos los valores determinados por HPLC-ELSD se compararon con los
determinados por P-NMR mediante el test de Student (t-test), y las diferencias se

consideraron significativas para valores de P < 0,05.

La Tabla 6.4 muestra los resultados para la lecitina cruda nativa (sin hidrolizar), mientras que
la Tabla 6.5 muestra resultados semejantes para la lecitina hidrolizada durante 20 min. De
este modo, puede compararse la cuantificacion no sélo de los PLs sino también de los LPLs.
Puede observarse que con ambos métodos se obtienen valores promedio de composicidn
semejantes, aunque los obtenidos por HPLC-ELSD presentan mayores coeficientes de
variacion (CV%). El analisis estadistico reveld que las diferencias observadas entre los
valores determinados por ambos métodos para PC y Pl no son significativas. En cambio para
LPC, puede verse que a bajas concentraciones (para t, = 0) el método de HPLC-ELSD arroja un
valor menor que el de NMR, pero para concentraciones mas altas de esta especie (para
t, = 20 min) las diferencias entre ambos métodos dejan de ser significativas.

Para el resto de los compuestos las diferencias resultaron significativas, pero pequefias.

-201 -



Capitulo 6 Seguimiento de Fosfoglicéridos en la Hidrdlisis mediante *'P-NMR

Tabla 6.4. Comparacion de la determinacion de PLs y LPLs mediante el método sugerido de
P-NMR y HPLC-ELSD, para lecitina cruda nativa de girasol (Sin hidrolizar).

Determinacion de Fosfoglicéridos en Lecitina Cruda Nativa de Girasol:
Comparacion de Métodos

P-NMR HPLC-ELSD
Compuesto Valor’ CVv% Valor’ Ccv%
PC 23,16° 0,76 22,81° 4,12
Pl 14,77° 0,98 14,12° 3,53
PE 9,27° 1,15 8,89 1,91
PG 1,10° 1,41 1,94b 2,01
PA 3,16b 1,59 2,96° 1,98
LPC 7,03b 0,73 6,53° 2,34
LPI 0,00 - 0,00 -
LPE 1,53 1,23 0,00 -
LPA 0,00 - 0,00 -
LPG 0,00 - 0,00 -

“mmol PL/100 g lecitina. Media aritmética; n =2

Letras iguales en una misma fila indican que no existen diferencias significativas, con un 95% de
confianza (P < 0,05); “a” corresponde al menor valor y “b” al mayor.
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Tabla 6.5. Comparacion de la determinacion de PLs y LPLs mediante el método sugerido de P-
NMR y cromatografia liquida (HPLC-ELSD), para lecitina cruda de girasol
hidrolizada con Lecitase® Ultra durante 20 min.

Determinacion de Fosfoglicéridos en Lecitina Cruda Girasol Hidrolizada
(tn = 20 min): Comparacion de Métodos

P-NMR HPLC-ELSD
Compuesto Valor" CVv% Valor” Cv%
PC 3,55° 1,32 3,31° 4,92
PI 7,69° 1,21 8,03° 4,01
PE 0,00° - 0,00? -
PA 0,58° 2,15 0,00° -
PG 0,32° 2,68 0,00° -
LPC 24,22° 1,03 25,16° 4,81
LPI 6,94° 0,71 5,86° 3,61
LPE 6,90° 0,74 5,38%" 4,21
LPA 2,69 1,23 -
LPG 0,58 2,12 ni -

“mmol PL/100 g lecitina. Media aritmética; n = 2
Se tiene una Unica sefal correspondiente LPE + LPA

% %k

La técnica no permite la identificacidon del compuesto marcado con ni
Letras iguales en una misma fila indican que no existen diferencias significativas, con un 95% de
confianza (P < 0,05); “a” corresponde al menor valor y “b” al mayor.

6.5. DISCUSION

Los valores de fosfolipidos y lisofosfolipidos obtenidos por el método propuesto de 3P-NMR
para el sustrato concuerdan con los reportados en la literatura para lecitinas de girasol (van

Nieuwenhuyzen & Tomads, 2008; Schneider, 2008; Cabezas, 2010).
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De los resultados obtenidos para las muestras hidrolizadas, se desprende que en las
condiciones estudiadas, ademads de la hidrdlisis de fosfolipidos para generar lisofosfolipidos
(monoalquil fosfoglicéridos) ocurre también la hidrélisis de éstos ultimos, liberando el
segundo acido graso y generandose el correspondiente glicerofosfolipido (la forma mas

hidrolizada de los fosfoglicéridos).

Para todas las especies, se obtienen valores constantes luego de 6 horas de hidrdlisis. Esto
puede deberse a la inactivaciéon de la enzima luego de ese periodo de tiempo, asi como
también a que la reaccidn haya llegado a su estado estacionario. No se observé hidrélisis
completa de los LPLs; lo cual puede explicarse por el alto contenido de acidos grasos libres
en las muestras con tiempos de reaccién mayores a 6 h, ya que pueden ocurrir procesos de
re-esterificacion, al encontrarse los productos en concentraciones tan altas con respecto a
los sustratos. Cabe recordar que paralelamente a la reaccion de hidrélisis de PLs ocurre la
hidrdlisis de lipidos neutros, lo que aumenta la concentracion de AGLs en el medio de
reaccion, sobre todo a tiempos largos.

MacKenzie y col. (2009) han demostrado la especificidad de Lecitase® Ultra como PLA; en las
condiciones de reaccién ensayadas en esta tesis, descartando la posibilidad de que la enzima
pueda hidrolizar el 4cido graso en la posicion sn-2. Sin embargo, como se ha visto, el andlisis
de las muestras hidrolizadas revela la presencia de GPLs. Esto puede explicarse mediante la
reaccion denominada acil-migracion, en donde ocurre la migracion del acido graso en la
posicién sn-2 de los LPLs resultantes de la hidrélisis de PLs, a la posicién sn-1, y de esta
manera la enzima vuelve a hidrolizar el LPL obteniéndose el correspondiente GPL. Esta

reaccion se esquematiza en la Figura 6.7.
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Figura 6.7. Reaccion de hidrdlisis de fosfolipidos utilizando Lecitase® Ultra (PLA;) como
catalizador enzimdtico.

La acil-migracién es una reaccién no enzimatica, muy dificil de evitar debido a que la
molécula del monoalquil-fosfolipido es termodinamicamente mas estable cuando tiene el
acido graso en la posicién sn-1, por lo que la conversion de 1-LPL a 2-LPL ocurre de manera
espontdnea. En general, esta migracion es catalizada por d4cidos o bases, y altas
temperaturas, y se ve favorecida en medios con alto contenido de agua (Adlercreutz y col.,

2001; Kietbowicz y col., 2012)

Esta reaccidon no enzimatica permite la hidrdlisis de los lisofosfolipidos, por lo que genera
gue exista un punto éptimo de reaccién donde se tiene el mayor contenido de LPLs, la
especie de mayor interés para los objetivos de esta tesis. En las condiciones de reaccién
estudiadas, se encontrd que este punto éptimo de mayor contenido de LPLs, se obtiene a un
tiempo de hidrélisis de 20 min. Esto concuerda con lo encontrado por Zhang y col. (2012),
cuyos estudios sobre la hidrélisis de fosfatidilcolina (PC) con Lecitase® Ultra, en condiciones
similares a las estudiadas en esta tesis, dieron como resultado una disminucion brusca de la

PC durante los primeros 10 min de reaccion, y un maximo de lisofosfatidilcolina (LPC) a los
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20 min, con la obtencion de glicerofosfatidilcolina (GPC) con una pureza cercana al 90%
luego de 6 horas de reaccion.
En la Figura 6.8 se muestra un posible mecanismo propuesto para la migracién del acido

graso de la posicién sn-2 a la posicién sn-1 (Pluckthun & Dennis, 1982).

.  CH,OH HO_ OH,C | CH,OCR

RCO W =« c\o H |= no W
9 ;

CH,0POX CH,0POX CH,0ROX

oH N oH_ | H

Figura 6.8. Posible mecanismo de acil-migracion en medio dcido. Adaptado de Pluckthun &
Dennis (1982).

Cabe destacar que la relacidon de 2-LPC/1-LPC al momento de la determinacién por P-NMR
puede no ser exactamente la misma que al momento de detener la hidrdlisis por
inactivacion de la enzima. Por un lado, si bien la demora entre la toma de muestra y la
determinaciéon fue minima, existe un tiempo de preparacidn de muestra y espera en el
equipo en el que la reaccién de acil-migracion (no enzimatica) puede seguir adelante, lo que
llevaria a obtener mayores valores para esta relaciéon de isdmeros. Por otro lado, algunos
estudios sugieren que a pH=5 (pH de la reacciéon) la migraciéon de AGs de la posicion sn-2 a la
sn-1 es muy rdpida obteniéndose una alta relacion 2-LPC/1-LPC, mientras que a pH=8 (pH en
gue se realiza la medicidén) esta migracién es mas lenta. Ademas, a pH=8 la concentracién de
equilibrio de 2-LPC es menor que a pH=5, por lo que si se parte de relaciones de 2-LPC/1-LPC

muy altas se podria observar la reaccion en sentido opuesto (migracion del AG en la posicion
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sn-1 a la sn-2), disminuyendo asi la relacion entre el isémero 2-LPC y el 1-LPC (Pluckthun &
Dennis, 1982; Kunze y col., 1997; Kietbowicz y col., 2012). De todos modos, las propiedades
emulsionantes de ambos isémeros son similares, por lo que a los fines de su aplicacién sélo
importa el contenido total de ambos is6meros de LPC en la muestra.

Con respecto a las muestras de hidrdlisis a tiempos largos de reaccion (t, = 3 h), los
componentes mayoritarios en conjunto son las especies mds hidrolizadas de los
fosfoglicéridos, los glicerofosfolipidos (GPL), que no presentan propiedades surfactantes. Por
ello estas muestras con alto grado de hidrdlisis no son de interés en esta tesis. Sin embargo,
la obtencidon de estos compuestos puede ser de interés para otras aplicaciones en la
industria alimentaria o farmacéutica. Por ejemplo, la glicerofosfatidilcolina (GPC) es un
potencial nutriente para su uso como aditivo alimentario y aplicaciones médicas, y en la
naturaleza estd presente sélo en cantidades pequefias (trazas). Zhang y col. (2012) sugieren
gue en este momento un método de obtencion de GPC con alta conversion y rendimiento,
bajo costo y a su vez amigable con el ambiente, representa un gran desafio. Por ello la
obtencién de GPC utilizando una tecnologia limpia como la enzimatica, y a partir de un
subproducto del proceso de desgomado de aceite de girasol, podria ser una alternativa muy
atractiva.

De todo lo discutido, se desprende que las muestras de lecitina modificada de interés por
sus propiedades emulsionantes potencialmente mejoradas con respecto a la lecitina nativa
se obtienen durante la primera hora de reaccién, debido a que luego el contenido de PLs y
LPLs disminuye de manera considerable. Por lo tanto se eligieron estas muestras para el
estudio del efecto de la modificacion por hidrdlisis en las propiedades surfactantes de la
lecitina cruda de girasol, evaluando y comparando las propiedades de la lecitina cruda y

modificada a distintos tiempos de reaccién. Este estudio se presenta en el capitulo siguiente.
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La caracterizacion de estas muestras obtenidas a tiempos cortos de reaccién (10-60 min) se

muestra en |la Tabla 6.6.

Tabla 6.6. Composicion de fosfolipidos y lisofosfolipidos en la lecitina cruda de girasol
modificada por hidrélisis enzimdtica, determinada por >*'P-NMR.

% m/m (g/ 100 g lecitina)

Tiempo de Hidrdlisis

Especie (tn, min)
10 20 30 40 60
PC 3,52 2,75 2,22 2,05 1,42
PI 8,87 6,52 5,16 4,27 3,29
PE 1,44 0,00 0,00 0,00 0,00
Fosfolipidos
(PLs) PG 0,48 0,25 0,00 0,00 0,00
PA 0,58 0,40 0,29 0,22 0,00
Total 14,89 9,92 7,67 6,54 4,71
LPC 11,97 12,46 11,44 10,76 10,07
LPI 2,70 4,10 4,16 4,03 3,75
LPE 3,10 3,55 2,06 1,86 1,62
Lisofosfolipidos
(LPLs) LPG 0,16 0,29 0,35 0,31 0,30
LPA 1,19 1,15 1,03 0,95 0,93
Total 19,13 21,56 19,05 17,91 16,67
%Hp, 64,32 76,37 81,77 84,44 88,88

® Media aritmética; n = 2; CV < 3%.
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Se presenta sdélo el contenido de los especies de interés (PLs y LPLs), en porcentaje en peso,
de manera que pueda compararse mas facilmente con valores hallados en la literatura, los
que en general se presentan en dicha unidad. Asimismo en la tabla se muestra el
correspondiente grado de hidrélisis de los PLs (%Hp ) para cada tiempo de reaccidn,

calculado segun la Ec. 4.1 (capitulo 4)
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6.6. CONCLUSIONES

La metodologia P-NMR desarrollada demostré ser adecuada para la determinacién de
fosfolipidos y sus productos de hidrélisis en la lecitina cruda de girasol utilizada como
sustrato en esta tesis. Con respecto a las muestras analizadas por HPLC-ELSD, el método
desarrollado por P-NMR presentd la ventaja de permitir la identificacion de todos los
lisofosfolipidos presentes en la muestra, y también de los glicerofosfolipidos, permitiendo el
seguimiento tanto de la formacidon como de la hidrdlisis de los lisofosfolipidos, que son el
principal compuesto de interés en las lecitinas modificadas. Esto permite evaluar en qué

momento detener la reaccidn, segln las caracteristicas deseadas en el producto final.

Dependiendo de la aplicacién deseada puede elegirse el tiempo de reaccién que permita
obtener la composicién mas adecuada, en términos de contenido total de fosfoglicéridos
(PLs+LPLs), relacidn LPLs/PLs, relacion de fosfoglicéridos hidrofilicos/hidrofébicos, etc. Cabe
mencionar que si bien existen algunos ejemplos concretos que permiten sacar conclusiones
sobre el tipo de fosfoglicérido mas adecuado para una aplicacidon dada, se trata todavia de
un terreno empirico, que requiere de investigaciones mas sistematicas. Debido a ello, es
posible también encontrar informacidon contradictoria en la literatura. Por ello Ia
caracterizacién del contenido de PLs y LPLs en lecitina cruda de girasol presentada en este
capitulo podria permitir correlacionar su composicidon con sus caracteristicas como agente

emulsionante en diferentes aplicaciones.
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6.7. DIFUSION DE RESULTADOS

Los resultados del analisis de la composicion de fosfoglicéridos fueron parcialmente

publicados en los siguientes trabajos:

6.7.1. PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTIFICAS

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined
concentrated milk emulsions”. Kasinos, M; Goili, M. L; Nguyen, M. T; Sabatino, P; Martins, J.
C; Dewettinck, K; Van der Meeren, P.

Articulo original; International Dairy Journal; 2014. Vol 38; pp 187-194.

6.7.2. PRESENTACIONES EN CONGRESOS

“Modificacién de lecitina cruda de girasol mediante hidrélisis enzimatica. Caracterizacion de
los productos”. Goiii ML, Constenla DT, Van der Meeren P, Carelli AA.
Trabajo  presentado como  Péster 'y Trabajo completo en el
V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (CICYTAC 2014).

Noviembre 2014, Cérdoba, Argentina.

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined
evaporated milk emulsions”. Kasinos, M; Goii, ML; Sabatino, P; Van der Meeren, P.
Poster presentado en 8th NIZO Dairy Conference, “Functional Enzymes for Dairy

Applications”. Septiembre de 2013, Papendal, Paises Bajos.
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7. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES

DE LAS LECITINAS MODIFICADAS

En los capitulos previos se describid el estudio de la modificacion enzimatica de lecitina
cruda de girasol, detallando la caracterizacion de los productos obtenidos con distintos

grados de hidrdlisis.

En este capitulo se discutira el estudio de una aplicacion especifica de la lecitina, para
evaluar su desempefio en la estabilidad térmica de emulsiones lacteas sometidas a
tratamiento térmico intenso y determinar si la modificacidon enzimatica produce una mejora

en dicha propiedad.

7.1. INTRODUCCION

Las propiedades de las lecitinas como agentes emulsionantes, como asi también las

propiedades de las lecitinas modificadas por distintos métodos, han sido ampliamente
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estudiadas en sistemas modelo constituidos por mezclas de agua y aceite (Penci, 2009;
Cabezas, 2010; Guiotto, 2014).

El comportamiento fisico-quimico de una emulsién puede ser comprendido en detalle al
estudiar mezclas de aceite puro, agua y un emulsionante, pero cuando se trata de
emulsiones alimenticias reales, éstas son sistemas mucho mds complejos. Ademads, el
contenido de sales y/o el pH presentan una variacidn lo suficientemente grande como para
tener efectos importantes en la estabilidad de las emulsiones alimenticias (Hasenhuettl,
2008).

Durante décadas se han utilizado lecitinas hidrolizadas en numerosos estudios para
investigar su efecto en la estabilizacién térmica de emulsiones que contienen proteinas
(como emulsiones lacteas que contienen caseinas y proteinas del suero), debido a indicios
de que este tipo de lecitinas modificadas (lisolecitinas) son mas efectivas que las lecitinas
nativas (Dickinson & Yamamoto, 1996; McCrae, 1999; Siinder y col., 2001; Van der Meeren y
col., 2005; Tran Le y col., 2007). Sin embargo, no hay informacidén disponible sobre la eficacia

de la lecitina hidrolizada en funciéon del grado de hidrélisis.

Desde el punto de vista fisico-quimico, la leche es considerada una emulsién natural de
aceite en agua (o/w), en la que las gotas de grasa estan dispersas en una fase continua
acuosa. El Cédigo Alimentario Argentino (CAA, 2010) define como “Leche Reconstituida” al
producto fluido y homogéneo obtenido por incorporacién de agua potable a leche en polvo
entera, parcialmente descremada o descremada, mediante un procedimiento
tecnolégicamente adecuado, sometido a posterior tratamiento térmico. Su contenido graso
puede o no ser estandarizado. Por otra parte, el CODEX ALIMENTARIUS (WHO & FAO, 2011)

distingue entre la “Leche Recombinada” y la “Leche Reconstituida”, definiendo la primera
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como el producto resultante de combinar grasa lactea y sélidos no grasos de leche, con o sin
el agregado de agua, para alcanzar la composicion adecuada de la leche; y la leche
reconstituida, como el producto resultante del agregado de agua a la forma concentrada o
en polvo del producto, en cantidad necesaria para restablecer la concentracién apropiada de
solidos en la leche. Ademas, define la “Mezcla de Leche Evaporada y Grasa Vegetal” como el
producto preparado al recombinar los constituyentes de la leche con agua potable y la
adicion de aceite vegetal comestible. En todos los casos el producto obtenido es una

emulsion (o/w).

Como se ha explicado anteriormente (capitulo 2), mientras que en la leche cruda la interfase
de los glébulos de grasa esta cubierta por una membrana denominada membrana del
glébulo graso (MFGM, del inglés: milk fat globule membrane), en la leche homogeneizada y
reconstituida la interfase esta cubierta principalmente por las proteinas de la leche, es decir,

micelas de caseina y proteinas del suero.

Para obtener un producto microbiolégicamente estable, en el procesamiento de lacteos y
sus derivados se aplica un tratamiento térmico intenso. Una gran cantidad de estudios han
demostrado que cuando se aplica un calentamiento, la configuracion dimérica de la [3-
lactoglobulina -la principal proteina globular de la fraccién del suero- se disocia y se vuelve
monomérica. Ademas, tienen lugar reacomodamientos estructurales que dejan mas
expuestos sus residuos hidrofébicos y grupos tiol, previamente encerrados o inaccesibles en
la estructura globular; por lo tanto, pueden participar de la formacién de agregados a través
de reacciones de intercambio tiol-disulfuro con k-caseina y otras proteinas del suero

desnaturalizadas (Verheul y col., 1998; Anema & Li, 2003; Pelegrine & Gasparetto, 2005).
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Durante el calentamiento de la leche tienen lugar varias reacciones, incluyendo la
desnaturalizacion de las proteinas del suero y la formacion de complejos entre estas
proteinas desnaturalizadas, micelas de caseina y gotas de grasa, dando lugar a un fenémeno
conocido como “coagulacion térmica” (Jeurnink & Dekruif, 1993; Corredig & Dalgleish, 1996;
Verheul y col., 1998; Oldfield y col., 2000; Singh, 2004; Dissanayake & Vasiljevic, 2009;

Kasinos y col., 2014).

Varios estudios han demostrado que la lecitina, por tratarse de un surfactante natural de
bajo peso molecular compuesto por una mezcla de varios fosfolipidos, puede tener
influencia en la estabilidad de este tipo de emulsiones frente a tratamientos térmicos (Hardy
y col., 1985; Cruijsen, 1996; Fang & Dalgleish, 1996; Tran Le y col., 2007; McSweeney y col.,
2008). Sin embargo, estos efectos han sido considerados tanto positivos como negativos,
dependiendo del tipo y cantidad de lecitina agregada. Segun se ha reportado, los fosfolipidos
pueden actuar como estabilizantes, creando interacciones repulsivas entre las gotas de Ila
emulsién; pero también podrian producir efectos negativos, desestabilizando las emulsiones
al reducir la capacidad de adsorcidn de las proteinas en la interfase aceite/agua, sobre todo
a altas concentraciones de fosfolipidos (Bergenstahl & Alander, 1997; Yamamoto & Araki,
1997). En consecuencia, se requiere un analisis mdas profundo de la influencia de los

fosfolipidos en la estabilidad de este tipo de emulsiones complejas.

Por otra parte, McCrae (1999), Van der Meeren y col. (2005), Cabezas y col. (2011), y Tran Le
y col. (2011) han reportado que la lecitina hidrolizada presenta mejores efectos de
estabilizacion térmica que la lecitina nativa, al ser agregada a emulsiones o/w, debido a la
mayor hidrofilicidad otorgada a la primera por los lisofosfolipidos. Ademas, Tran Le y col.

(2007) han demostrado que la lecitina de soja hidrolizada reduce significativamente las
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interacciones inducidas térmicamente entre proteinas del suero y caseina, mientras que el
efecto de la lecitina nativa es casi despreciable. Como ya se explicd (capitulo 2) estas
interacciones entre proteinas producen la formaciéon de fléculos, lo que conduce a la
inestabilidad de la emulsién y produce la posterior coagulacién térmica, por lo que deben

evitarse.

De manera similar, el andlisis del tamafio de particula realizado por Cabezas y col. (2011) y
Sunder y col. (2001), asi como la evaluacién de la estabilidad térmica llevada a cabo por
McCrae (1999) evidenciaron que las lecitinas hidrolizadas son mas efectivas. Por su parte,
Jost y col. (1989) han mencionado que la incorporaciéon de lecitina hidrolizada antes o
durante la emulsificacion reduce la fuerza de una emulsién tipo gel “heat-set” de proteinas

del suero.

Teniendo en cuenta estas investigaciones previas, y la diversidad de resultados reportados
en la literatura, en esta tesis se decidié evaluar el efecto del agregado de lecitina nativa y

modificada por hidrdlisis, en la estabilidad térmica de este tipo de emulsiones complejas.

Ademas, se decidid incorporar el estudio de la influencia del grado de hidrdlisis en dicho

comportamiento, motivado por la falta de informacién sobre el tema en la literatura.

Para ello se han seleccionado sistemas de emulsiones lacteas, cuya estabilidad depende

principalmente del estado y comportamiento de las proteinas presentes.

Como emulsién modelo para evaluar los efectos de la lecitina nativa y modificada en la
prevencion de la coagulacién térmica de las proteinas lacteas y su efecto en la estabilidad, se

eligieron dos tipos de sistemas:
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Sistema A: Una emulsién de leche concentrada reconstituida a partir de leche en polvo

descremada y aceite vegetal.

Sistema B: Una suspensién de proteinas de suero lacteo en agua (WPI, Whey Protein

Isolate), sin contenido graso.

Para evaluar la estabilidad térmica de los dos sistemas estudiados se seleccionaron los
parametros mas ampliamente utilizados, segin lo reportado en bibliografia. Como ya se
explico en el capitulo 2, en el caso especifico de los sistemas analizados, las proteinas juegan
un papel clave en la estabilidad de las emulsiones, su apariencia, y su textura, sobretodo
luego del tratamiento térmico. Por ello, la estabilidad de las emulsiones esta intimamente
ligada al tamafo de particula, la reologia, y el contenido y comportamiento de las proteinas.
A continuacion se listan los parametros analizados para evaluar la influencia de las lecitinas

nativa y modificada en la estabilidad térmica, segln el sistema analizado:

Sistema A:

- Medicién de la distribucién de tamafio de particula de las emulsiones

- Medicion de viscosidad de las emulsiones

Sistema B:

- Contenido de proteina residual en las suspensiones

- Ensayos de reologia oscilatorios

Los materiales utilizados en la formulacién de los dos sistemas y la metodologia

experimental se describen a continuacidén, en la seccién 7.2.
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7.2. MATERIALES

7.2.1. LECITINA CRUDA DE GIRASOL

Para los estudios presentados en este capitulo se utilizaron lecitina cruda de girasol nativa e

hidrolizada con distintos tiempos de reaccién (ty), entre 10 y 60 min.

Las caracteristicas de la lecitina nativa fueron descriptas en el capitulo 3 (seccion 3.1.1).

La hidrdlisis de la lecitina cruda fue llevada a cabo en las condiciones descriptas en el
capitulo 6, y las caracteristicas de la enzima utilizada se detallaron en el capitulo 3  (seccion

3.1.2).

7.2.2. LECHE EN PoLvO DESCREMADA (SMP)

La leche en polvo descremada (Skim Milk Powder - SMP), fue suministrada por Friesland
Campina (Deventer, Paises Bajos). Segun el proveedor, el contenido de esta leche es de

37,3% (m/m) proteinas, 0,5% (m/m) grasa y 0,15% (m/m) fosfolipidos.

7.2.3. PROTEINAS DE SUERO LACTEO (WPI)

El aislado de proteinas de suero lacteo (WPI) fue suministrado por Davisco Foods
International, Inc. (BiPro®, Le Sueur, MN, Estados Unidos). Segun informacién suministrada
por el proveedor, este aislado contenia un 92,6% (m/m) de proteinas totales (determinado
por analisis Kjeldahl), de las cuales el 85% (m/m) eran B-lactoglobulina (determinado por

andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida — PAGE). Ademas, el WPI contenia 1,6%
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(m/m) de cenizas (determinado por calcinacién a 525 °C), 5,0% (m/m) de humedad
(determinado por pérdida de peso a 102 °C) y 0,8% (m/m) de grasa. Estos ultimos datos

también fueron suministrados por el proveedor.

7.2.4. ACEITE DE GIRASOL

El aceite de girasol alto oleico utilizado en la preparacién del sistema A fue de Hozol,
Contined (Bennekom, Paises Bajos). Segun datos suministrados por el proveedor, presenta
un maximo de 0,05% (m/m) de acidos grasos libres expresado como 4cido oleico. Su bajo

punto de fusién permite que permanezca claro durante su almacenamiento a 4 °C.

7.2.5. BUFFER DE CA-IMIDAZOL

Se seleccioné este buffer para la preparacion de las emulsiones modelo de proteina de suero
lacteo de modo tal de obtener un pH y una actividad de calcio semejantes a los de la leche
de vaca. El buffer de Ca-imidazol, conteniendo 20 mM imidazol, 5 mM CaCl,.H,0, 30 mM
NaCly 1,5 mM NaNs;, fue preparado de acuerdo a Anema (1997). Se ajusté su pH a 6,55 con

una solucion 1 M de HCI. Todos los reactivos utilizados eran de grado analitico.
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7.3. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DEL SISTEMA A

7.3.1. PREPARACION DE LAS EMULSIONES

Las emulsiones de leche concentrada reconstituida fueron preparadas utilizando
16,5% (m/m) de SMP, 6,5% (m/m) de aceite de girasol alto oleico y lecitina de girasol nativa
y modificada con distintos grados de hidrdlisis (ver Tabla 7.2), en concentraciones desde 0,0
a 0,3% (m/m). Como base para las emulsiones de leche reconstituida se utilizé una soluciéon
acuosa de 0,02% (m/v) de NaN3 (Acros Organics, Geel, Bélgica) con el fin de prevenir una

posible contaminacidén microbiana.

En primer lugar, se adiciond la cantidad de lecitina correspondiente a la solucién acuosa de
NaN3; mencionada, y a continuacién, la suspensién de lecitina en agua se sometié a agitacion
magnética durante toda la noche (12 h) hasta obtener una dispersiéon completamente
homogénea. Luego se agregd la leche en polvo, se agité manualmente y por ultimo se

agrego el aceite de girasol alto oleico, agitando nuevamente la emulsion de forma manual.

Previo a la homogeneizacidon, las emulsiones fueron pre-homogeneizadas durante
aproximadamente 1 min utilizando un equipo IKA Ultra-Turrax TV-45 (Janke&Kunkel,
Staufen, Alemania). Finalmente se siguid con la etapa de homogeneizacién a 55 °C utilizando
un equipo Microfluidiser 110S (Micro fluidics Corporation, Newton, MA, Estados Unidos). En
esta etapa, las muestras fueron microfluidizadas durante 2 min, a una presion de aire
comprimido de 4 bar correspondiente a una presién de liquido de 560 bar. Luego de la
microfluidizacién, se dejaron enfriar las emulsiones hasta temperatura ambiente. Todas las

emulsiones preparadas presentaron un pH de 6,6.
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7.3.2. TRATAMIENTO TERMICO

Antes del tratamiento térmico, se transfirio un volumen de 10 mL de cada emulsion
preparada con diferente concentracién de lecitina agregada, a viales de 20 mL (75,5 x
22,5 mm, Grace, Deerfield, IL, Estados Unidos) con tapas de cierre hermético para evitar
evaporacion. Las muestras fueron colocadas en un bafio de aceite de temperatura
controlada (Freitel Turbo SF®, de 5 L de capacidad) y calentadas durante 0-35 min a 121 °C.

Luego del tratamiento térmico, las muestras se enfriaron rapidamente con agua fria.

7.3.3. MEDICIONES DE VISCOSIDAD

Para medir la viscosidad de las muestras antes y después del tratamiento térmico, se utilizé
un viscosimetro programable LV-DV-II+ (Brookfield, Stoughton, MA, Estados Unidos) a
velocidades entre 0 y 200 rpm, correspondientes a velocidades de deformacion de 186 y
76 s para las agujas (spindle) 21 y 34, respectivamente. Todas las mediciones fueron
realizadas a temperatura ambiente, y por duplicado. El spindle 21 (con un adaptador de
volumen de 8 mL) se utilizé para medir la viscosidad de las muestras que conservaron su
estructura liquida, mientras que el spindle 34 (inmerso directamente en los viales) se utilizd

para medir la viscosidad de las muestras que tenian estructura de tipo gel.

Los datos experimentales obtenidos se ajustaron utilizando una relacién tipo ley de

potencia:

T = ky" (7.1)

-226 -



Capitulo 7 Evaluacion de las Propiedades de las Lecitinas Modificadas

Como la viscosidad aparente (U) se obtiene como la relacién entre el esfuerzo de corte T

(en Pa) y la velocidad de deformacién ¥ (en s), la ecuacién de ley de la potencia puede

reescribirse como:
u = kyln (7.2)

en donde K representa el indice de consistencia y n representa el indice de comportamiento

de flujo.

7.3.4. DISTRIBUCION DEL TAMANO DE PARTiCULA

La distribucidon de tamafio de particula de las muestras de leche reconstituida concentrada
se determind utilizando un Mastersizer S longbed (versién 2.15, Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, Reino Unido) equipado con una lente 300RF y una unidad de dispersidon de muestra
himeda MSX-17. Para el cdlculo de los resultados y la determinacion de la distribucién de
tamafio de particula se seleccioné el modelo polidisperso en el software del equipo, con un
indice de refraccién de 1,33 para la fase continua y de 1,46 para la fase dispersa

(correspondientes a los indices de refraccion del agua y el aceite, respectivamente).
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7.4. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DEL SISTEMA B

7.4.1. CONTENIDO DE PROTEINA RESIDUAL

Para el analisis del contenido de proteina residual se utilizé lecitina nativa e hidrolizada con
tiempos de reaccion de 10-60 min (Tabla 7.2). Se mezclé 1 mL de solucién 5,5 % (m/v) de
WPI con 1 mL de lecitina de girasol nativa o hidrolizada al 2% (m/v) en buffer de Ca-imidazol.
Las muestras fueron preparadas en tubos de ensayo, calentadas durante 1 y 2 min en un
bafo de agua a 80 °C y finalmente enfriadas a temperatura ambiente con agua. Todas las
muestras calentadas fueron centrifugadas por 20 min a 2900 x g utilizando una
microcentrifuga 15P (Sigma Laborzentrifugen, Osterodeam Harz, Alemania). Los ensayos

fueron realizados por duplicado.

El contenido de proteina residual en el sobrenadante se determind en base al método
colorimétrico de Schacterle & Pollac (1973), utilizando un espectrofotometro Ultrospec®

1000 UV (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) a una longitud de onda de 650 nm.

Se calculd el porcentaje de proteina residual ( Pgp% ) en relacién a la cantidad de proteina

que permanece en el sobrenadante en la muestra control (sin calentar):

[Proteinalensayo

Pr% = x 100 (7.3)

[Proteina]control

Donde [Proteinalensayo es la concentracion de proteina determinada para cada ensayo,
en mg/mL, y [Proteina]control es la concentracién de proteina en el sobrenadante para

la muestra control, sin calentar y sin el agregado de lecitina.
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7.4.2. ENSAYOS DE REOLOGIA OSCILATORIOS

Para los ensayos de reologia oscilatorios se utilizé lecitina nativa y como muestra de lecitina
modificada se eligido la que presentaba el mayor contenido de LPLs (t, = 20 min, ver
Tabla 7.2) que como se vera luego fue la que mostré mejores resultados en los ensayos de

contenido de proteina residual.

Se utilizdé en todos los experimentos un reémetro AR2000 (TA Instruments, Zellik, Bélgica)
equipado con un sistema de medicidn de cilindro cénico concéntrico de 28 mm. Se colocé
suavemente en la copa un volumen de 20 mL de una mezcla equivolumétrica de WPI
(5,5% m/v) y solucién de lecitina nativa o hidrolizada (2% m/v) en buffer de Ca-imidazol,
cubriéndola con film de aluminio para prevenir la evaporacion de agua durante el
experimento. Se formaron geles calentando las muestras de 20 a 80 °C a una velocidad de
2 °C/min, manteniendo la temperatura a 80 °C por 15 min y enfriando nuevamente hasta
20 °C a una velocidad de 2 °C/min. Las mediciones fueron realizadas a una frecuencia de

1 Hz y a maxima deformacién de 0,002.

7.5. RESULTADOS Y DISCUSION

7.5.1. EFECTO DE LA LECITINA DE GIRASOL SIN MODIFICAR EN LA ESTABILIDAD TERMICA DE LAS

EMULSIONES

Se investigd el impacto de la lecitina en la coagulacion térmica de emulsiones de leche
concentrada reconstituida sometidas a calentamiento a 121 °C 10-25 min, incorporando

lecitina cruda nativa a concentraciones de 0,0; 0,1; 0,2; y 0,3 % (m/m).
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Para todas las muestras, los datos obtenidos de viscosidad aparente se ajustaron muy bien a
la expresion derivada de la ley de la potencia descripta en la metodologia (Ec. 7.2). En la
Tabla 7.1 se muestran los valores obtenidos en el ajuste para los indices de consistencia (x),

y de comportamiento de flujo (n), junto con el valor de R%.

Puede verse que el comportamiento de flujo de la emulsién original (sin calentar), fue
cercano al de un fluido newtoniano (n = 0,827), mientras que las muestras sometidas a
tratamiento térmico mostraron un comportamiento pseudoplastico mas marcado a medida
que la intensidad del tratamiento aumentaba, como consecuencia de la coagulacion térmica,
llegando a un valor de n = 0,6 para la muestra sin agregado de lecitina con un tiempo de

calentamiento (t.) de 25 min.

Por su parte, el indice de consistencia de las emulsiones sometidas a calentamiento se
caracteriza por un decrecimiento gradual a medida que se incrementa la cantidad

incorporada de lecitina nativa.
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Tabla 7.1. indices de consistencia (x, en mPa.s") y comportamiento de flujo (n) calculado
para muestras de leche evaporada reconstituida con el agregado de lecitina
nativa, calentadas a 121 °C, durante tiempos de calentamiento (t;) de 0-25 min.

t. Lecitina Cruda de Girasol (%)
(min) 0,0 0,1 0,2 0,3
K 11 = = =
0 n 0,827 - ; ]
R? 0,9802 - - -
< 28 24 22 21
10 n 0,716 0,767 0,737 0,692
R 0,9820  0,9858  0,9821  0,9890
< 49 29 21 18
15 n 0,714 0,762 0,810 0,790
R 0,9801  0,9991 09817  0,9883
< 164 41 37 19
20 n 0,686 0,767 0,760 0,768
R 0,9968  0,9876 0,988  0,9902
< 1092 267 56 31
25 n 0,600 0,628 0,769 0,762
R 0,9940  0,9998  0,9898  0,9872
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En la Figura 7.1 se muestra la evolucion del indice de consistencia para las emulsiones sin el

agregado de lecitina (A) y con 0,3% de lecitina agregada (B).

Puede observarse que para tratamientos superiores a 15 min el indice de consistencia de la
muestra sin el agregado de emulsionante sufre un marcado aumento, mientras que la
muestra con 0,3% de lecitina permanece, incluso a tiempos largos, con valores similares a la

muestra sin calentar (t.= 0).
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Figura 7.1. indices de consistencia (K) calculados para la emulsion sin lecitina (A) y con el
agregado de 0,3% de lecitina (B), en funcion del tiempo de calentamiento (t.).

La Figura 7.2 muestra el diametro medio de particula obtenido para las emulsiones con y sin

agregado de lecitina, antes y después del tratamiento térmico (D43 — ver capitulo 2, Ec. 2.7).
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Los valores presentados son el promedio de cuatro determinaciones del D,3. Puede
observarse que el tamano de particula promedio de las emulsiones con 0,3% de lecitina
agregada no se incrementa significativamente con el calentamiento, manteniendo valores
similares a los de la muestra sin calentar (t. = 0 min). Esto fue verificado mediante un

método de comparacion de medias (test de Student).

7 -
6 -

WO min
£ 010 min
= A4
. W15 min
=
o 3 020 min

2 4 W25 min
1 -
0 0,1 0,2 0,3

Lecitina (%)
Figura 7.2. Diametro promedio de particula (D, ;) de las emulsiones con lecitina nativa segun

la intensidad del tratamiento térmico. Las barras verticales corresponden a la
desviacion estdndar (n = 4).

Por el contrario, la muestra sin el agregado de lecitina (0%) muestra un incremento notable
en el didmetro medio de particula. Para estas muestras, en ausencia de fosfolipidos, se

obtuvo un producto final con caracteristicas de gel o de sdlido luego del tratamiento a
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121 °C por 25 min, lo cual es indicativo de coagulacidn térmica. En tales casos, se evidencio

la formacién de grumos en los viales.

En términos generales, la lecitina de girasol fue efectiva en reducir tanto el incremento de la

viscosidad como del tamafio promedio de particula inducido por el tratamiento térmico.

Mientras que la viscosidad de la muestra de referencia (0,0% de lecitina) fue afectada
fuertemente al incrementar el tiempo de calentamiento, la adicién de 0,3% de lecitina de
girasol nativa permitid obtener muestras con indices de consistencia similares a las de la

emulsion no calentada.

Los resultados demostraron que en las emulsiones sin agregado de lecitina, el tratamiento
térmico produce un aumento tanto en el tamafio de particula como en la viscosidad de la
emulsion, observdndose para tiempos prolongados (20 y 25 min) la aparicién de grumos y la

formacién de un gel de consistencia semi-sélida.

Por su parte, las muestras con agregado de lecitina presentaron valores inferiores de
viscosidad aparente y tamano de particula, observdndose un mayor efecto al aumentar la
concentracion de lecitina agregada. El aspecto de estas muestras era mads fluido vy
homogéneo. Las muestras con 0,3% de lecitina mantuvieron su textura fluida incluso luego

de los tratamientos mas prolongados.

Estos resultados concuerdan con las observaciones de Hardy y col. (1985), quienes
reportaron que la adicion de 0,2% (m/m) de lecitina tenia un efecto estabilizante en las
emulsiones de leche concentrada homogeneizada, incrementando el tiempo de coagulacion

en aproximadamente 30 min, luego de calentar a 120 °C.
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Las curvas de la distribucién diferencial de tamafio de particula que se muestran en la
Figura 7.3 confirman los resultados antes discutidos. El efecto de los fosfolipidos fue
claramente demostrado por el hecho de que la formacién de particulas mayores a 1 um era
muy limitada a medida que se incorporaba una cantidad mayor de lecitina. En esta figura,
puede verse claramente que el inicio de la agregacion tuvo lugar durante el calentamiento
por 10 min, puesto que se observa un pequefo pico en el rango de 1-5 um debido a la

formacién de agregados de gotas de la emulsion.

10 min 15 min 20 min 25 min
30

Volumen %

Tamaiio de Particula (um)

Figura 7.3. Distribucion diferencial de tamafio de particula para emulsiones con agregado de
lecitina sin modificar(A) 0,0%, (%) 0,1%, (O) 0,2% y (®) 0,3% (m/m), a distintos
tiempos de calentamiento, comparadas con la muestra control, sin agregado de
lecitina y sin calentar (O).
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El didametro promedio ponderado por el volumen (D, 3) se incrementé notablemente de 0,34
(para la muestra no calentada) a 0,47; 0,95; 2,29; y 7,39 um para las muestras calentadas por
10, 15, 20 y 25 min en ausencia de lecitina, respectivamente. En cambio, al incorporar 0,3%
de lecitina, estos valores se redujeron drasticamente a 0,36; 0,40; 0,48 y 0,52 um, indicando

gue las emulsiones eran mas resistentes a la coagulacion inducida térmicamente.

Estas observaciones concuerdan con el incremento en la estabilidad térmica de una
formulacién modelo de alimento infantil en presencia de lecitina, observado por McSweeney
y col. (2008). Estos autores hallaron que no se produce ningin cambio significativo en la
muestra control (sin lecitina) luego de 10 min de calentamiento, mientras que el sistema
coagulaba luego de los 18 min. Por otra parte, las emulsiones que contenian 5 g/L de lecitina
eran mas estables y sélo se producia la coagulacion luego de los 25 min. Los autores
atribuyen este incremento de la estabilidad térmica en presencia de lecitina a la formacidn
de complejos proteina-fosfolipido. De manera similar, Cruijsen (1996) observé que la adicion
de lecitina cruda de soja a emulsiones estabilizadas por caseina era beneficiosa desde el
punto de vista de la estabilidad térmica cuando se agregaba antes de la homogeneizacién: el

tiempo de coagulacion térmica se incrementaba de 15 a 65 min (a 120 °C).

7.5.2. IMPACTO DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA DE LECITINA DE GIRASOL EN LA ESTABILIDAD

TERMICA Y EFECTO DEL GRADO DE HIDROLISIS

Para evaluar el efecto del grado de hidrdlisis de los fosfolipidos en la lecitina modificada se
utilizaron muestras con tiempos de reaccion (t,) entre 0-60 min. Las condiciones de reaccion
fueron las descriptas en el capitulo 6. La composicidon en PLs y LPLs de las muestras utilizadas

fue analizada mediante la técnica desarrollada de espectrometria de resonancia magnética
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nuclear de fésforo (**P NMR), descripta en el capitulo 5. Como ya se discutié en el capitulo 6,
el contenido de fosfolipidos cambia drasticamente luego de la hidrélisis. En la Tabla 7.2 se
detalla la composicidn de las muestras utilizadas en este estudio. Se seleccionaron muestras
sometidas a hidrdlisis durante 10 a 60 min que, como se ha visto, corresponden a los
mayores valores de lisofosfolipidos. Como se ha detallado en el capitulo 6, el andlisis
estadistico comprobd que las diferencias observadas en la composiciéon de PLs y LPLs para
estas muestras resultaron significativas. En la Tabla 6.6 (capitulo 6, seccién 6.5) puede verse

el detalle del tipo de PLs y LPLs presentes en estas muestras.

Tabla 7.2. Contenido de fosfolipidos y lisofosfolipidos en la lecitina cruda nativa (t, = 0) y
modificada mediante hidrdlisis enzimdtica.

Composicion de las distintas muestras de lecitina
nativa y modificada seguin el grado de hidrdlisis

t, (min) %Hp, Fosfoll’pidos* Lisofosfolipidos*
0 - 40,57 4,40
10 64,32 14,89 19,13
20 76,37 9,92 21,56
30 81,77 7,67 19,05
40 84,44 6,54 17,91
60 88,88 4,71 16,67

*
% (m/m). Suma de los valores promedio de cada especie, con n = 2, y con un coeficiente
de variacion < 3%
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Un aspecto interesante para destacar es que el contenido de lisofosfolipidos no se
incrementd de manera continua a lo largo de la reaccién de hidrdlisis, sino que alcanzé una
concentracién dptima (mdxima) a los 20 min y luego comenzé a disminuir gradualmente.
Como ya se explicé en el capitulo 6 esta disminucién de LPLs puede deberse a la migracién
del acido graso remanente en la posicion sn-2 a la posicidn sn-1y la posterior hidrdlisis para

dar el correspondiente glicerofosfolipido, sin propiedades emulsionantes.

7.5.2.1. SISTEMA A: EMULSIONES DE LECHE CONCENTRADA RECONSTITUIDA

Para el estudio de la influencia de la hidrdlisis enzimatica en la estabilidad térmica de las
emulsiones de leche concentrada reconstituida, se eligié una concentracion de 0,3% (m/m)
tanto para la lecitina cruda nativa como modificada, en base a los resultados obtenidos para
la lecitina sin modificar. A su vez, el tiempo de tratamiento térmico, en comparacion con los
experimentos previos, se aumentd de 25 a 35 min debido a que a con calentamientos de
menor duracién la lecitina de girasol nativa tenia un efecto estabilizante tan pronunciado

gue casi no podia observarse una mejora. Los ensayos se realizaron por duplicado.

Los resultados de las mediciones de viscosidad aparente se muestran en la Figura 7.4,
evidenciando que el grado de hidrdlisis enzimatica juega un papel importante en el efecto de
la lecitina sobre el incremento de la viscosidad inducido térmicamente de emulsiones de

leche concentrada reconstituida.

En muestras tratadas térmicamente, en ausencia de fosfolipidos, el coeficiente de
consistencia fue de 1771 mPa.s", mientras que con la adicién de 0,3% de lecitina nativa

disminuyd a 1099 mPa.s". Los coeficientes de consistencia correspondientes en presencia de
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0,3% de lecitina hidrolizada fueron 143, 37, 66, 190 y 606 mPa.s", para un tiempo de

hidrdlisis enzimatica de 10, 20, 30, 40 y 60 min, respectivamente.

~——— Sin Calentar
—8— Sin Lecitina
—aA— Lecitina Nativa
—— t,=10 min
1000? —o— t, =20 min
— ] —e— t, = 30 min
w —&— t, =40 min
6_“ t,, = 60 min
€
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Velocidad de Deformacion(s)

Figura 7.4. Viscosidad de las emulsiones luego del tratamiento térmico (T=121 °C, 35 min) en
funcidn de la velocidad de deformacion, para muestras sin emulsionante, y con el
agregado de lecitina cruda nativa, y modificada con distintos tiempos de
hidrdlisis (ty); comparadas con la muestra control, sin agregado de lecitina y sin
calentar.

La Figura 7.5 muestra las curvas de distribucién de tamano de particula en volumen. Es
evidente que en el tratamiento térmico durante 35 min y en ausencia de lecitina, se produjo
un significativo aumento del tamafio de particula promedio, debido a agregacién. Este
fenédmeno podria atribuirse a la desnaturalizacién de las proteinas del suero y la formacién
de complejos entre estas proteinas, micelas de caseina y gotas de grasa (Oldfield y col.,

2000; Singh, 2004). La incorporacion de lecitina nativa de girasol desplazé la distribucion de
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tamafio de particula hacia valores algo menores, lo cual es un indicativo de una emulsién
mas resistente térmicamente que aquella sin agregado de lecitina aunque el efecto no es tan
destacado como cuando se agregan las lecitinas hidrolizadas. La adicion de 0,3% de lecitina
hidrolizada durante 10, 30, 40 y 60 min tuvo un efecto estabilizante muy pronunciado en
comparacion con la emulsién sin lecitina. Sin embargo, el agregado de lecitina hidrolizada
durante 20 min condujo a emulsiones con coagulacién limitada, incluso luego del

calentamiento en estas condiciones severas, siendo esta formulacion la mas efectiva.

100 4 e
80
)
S 60+
c
£
=
oo 40 - Sin Calentar
—&8— Sin Lecitina
> S- I_ ey
] —a&— Lecitina Nativa
—3¢— t,=10 min
20 4 —0— t,=20 min
—#— t,=30 min
—&— t, =40 min
—&— t;, =60 min
0 4 T — T

0,1 1 10 100 1000
Tamano de Particula (um)
Figura 7.5. Distribucion de tamafo de particula acumulado para emulsiones de leche

concentrada reconstituida con y sin agregado de lecitina cruda nativa e
hidrolizada a distintos tiempos de reaccion (tp).
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En linea con experimentos de Kasinos y col. (2013), las propiedades de estabilizacion térmica
de las lecitinas se consideran resultantes de su interaccion con proteinas del suero, por lo
cual los lisofosfolipidos aparentemente son mas efectivos que los dialquil-fosfolipidos en
prevenir interacciones entre proteinas. Por otra parte, se observd un incremento gradual del

tamafio de particula cuando se adiciond lecitina hidrolizada por 40 y 60 min.

El didmetro promedio ponderado en volumen D,3; de la muestra de referencia (no
calentada) fue de 0,36 + 0,01 um, elevandose a 76,3 + 13,4 um luego de 35 min de
calentamiento. El agregado de lecitina nativa de girasol produjo emulsiones caracterizadas
por un Ds3 de 31,4 + 0,81 pum, mientras que el agregado de lecitina hidrolizada pudo
disminuir el didmetro promedio a 2,31 + 0,01; 0,88 + 0,04; 1,32 + 0,05; 2,77 £+ 0,21 y

16,3 £ 0,16 um para tiempos de hidrdlisis de 10, 20, 30, 40 y 60 min, respectivamente.

Por ultimo, es muy importante tener en cuenta el orden en que se agregan los ingredientes a
la emulsién. Debido a que la influencia de la lecitina en la estabilidad térmica de este tipo de
emulsiones esta relacionada a los complejos que forman los PLs y LPLs con las proteinas en
la interfase, el agregado de lecitina debe realizarse previo a la homogeneizacion (Cruijsen,

1996; Dickinson & Yamamoto, 1996; Borwankar & Case, 1997).

7.5.2.2.  SISTEMA B: SUSPENSION DE PROTEINA DE SUERO LACTEO

Para explicar en mas detalle el efecto del grado de hidrdlisis en la estabilidad térmica de
emulsiones que contienen proteinas del suero, se realizd una serie de experimentos usando
mezclas de WPI con lecitina modificada enzimdaticamente con distintos grados de hidrdlisis.

Las mezclas se prepararon en buffer de imidazol y luego se calentaron durante 1 0 2 min a
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809C, enfriandose después rdpidamente usando agua corriente. Luego de centrifugar por
20 min a 2900 x g, se determind el contenido de proteina residual de la fase suero. La
Figura 7.6 muestra la recuperacion de proteinas en la fase suero como porcentaje (m/m) del
contenido de proteina en el sobrenadante para la muestra control (sin calentar). Los valores
fueron calculados en base a la Ec. 7.3. Las ensayos de calentamiento y las determinaciones
se realizaron por duplicado, lo que da un total de 4 muestras para cada ensayo, y se utilizo el
test de Student (t-test) como método de comparacién de medias, y las diferencias se

consideraron significativas para valores de P < 0,05.
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Figura 7.6. Contenido de proteina residual (Pr%) en soluciones de proteina de suero ldcteo
(WPI) sometidas a tratamiento térmico por 1 y 2 minutos, con o sin el agregado
de lecitina cruda de girasol nativa y modificada. Las barras verticales
corresponden a la desviacion estdndar (n = 4).
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Como puede observarse, el tratamiento térmico reduce en todos los casos la recuperacion
de WPI en la fase suero, especialmente después de 2 min de incubacién a 80 °C. La mayor
reduccién se observa para las muestras sin agregado de lecitina (70 y 40% para 1y 2 min de

incubacién, respectivamente).

El analisis estadistico revelé que las diferencias correspondientes a t, = 40-60 min no fueron
significativas, tanto para las muestras con t. = 1 min o como para t. = 2 min. El resto de las

diferencias observadas si resultaron significativas.

Todas las muestras con agregado de lecitina hidrolizada presentaron valores mas altos de
recuperacién que las muestras sin lecitina o con lecitina nativa. Con respecto a la influencia
del grado de hidrélisis, se observa un comportamiento dptimo para el sistema con 1% de
lecitina hidrolizada durante 20 min, que conservd casi el 100% de la WPI en la fase suero
luego de 1 min de incubacién. Para tiempos de hidrdlisis mayores (30-60 min), el efecto es

positivo, aunque menos marcado.

Estas observaciones proporcionan una verificacion adicional de que la lecitina hidrolizada
constituye una valiosa herramienta para mejorar la estabilidad térmica de mezclas de
proteinas del suero y, lo que es mas importante, deja claro que el grado de hidrélisis es una

variable que tiene influencia en este resultado.

De modo similar, Tran Le y col. (2011) demostraron que en soluciones de WPI sometidas a
calentamiento, la intensidad de la agregacion era menos pronunciada en presencia de
distintos surfactantes, incluyendo lecitina de soja hidrolizada, atribuyéndolo a la formacion

de complejos de proteinas de suero y fosfolipidos.
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En la Figura 7.7 se muestra una fotografia de los tubos con las muestras de WPI, con y sin el
agregado de lecitina, incubados durante 1 y 2 minutos. Los tubos se encuentran acostados
sobre el plano horizontal, y puede verse cémo cambia la fluidez de las muestras segln el
tiempo de calentamiento y el tipo de emulsionante agregado. La muestra sin calentar (t.= 0)
puede verse transparente y fluida sin presencia de precipitados. Las muestras con lecitina
modificada que pueden verse en la fotografia (C), corresponden a lecitina hidrolizada por

20 min.

t.=1min t. =2 min

Figura 7.7. Muestras de suspension de proteina de suero ldcteo sin calentar (t. = 0), y
sometidas a calentamiento (t.= 1y 2 min), sin el agregado de lecitina (A), con 1%
lecitina cruda nativa (B) o 1% de lecitina hidrolizada (th = 20 min) (C).
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Para las muestras sometidas a tratamiento térmico sin agregado de lecitina (A) se ve
claramente la presencia de grumos para t = 1 min, y la formacién de gel parat = 2 min. Las
muestras con lecitina agregada fueron mas fluidas, sobre todo las muestras con lecitina

hidrolizada (C), lo cual es otro indicativo de la estabilidad al tratamiento térmico.

Finalmente, con el propdsito de mostrar la diferente efectividad entre la lecitina nativa e
hidrolizada en la estabilidad térmica de soluciones de WPI, se realizaron ensayos de reologia
oscilatorios. Este tipo de ensayos han sido utilizados previamente por otros autores para
investigar el efecto de surfactantes en la gelificacién inducida térmicamente de proteina del
suero (Chen & Dickinson, 1998; Chen y col., 2000; Dickinson & Yamamoto, 1996; Tran Le y

col., 2011).

En este tipo de ensayos, la viscosidad compleja ( 11*) puede definirse como:
3
n* = G / w (7.4)

Donde G* es el mdédulo complejo, que incluye las componentes elastica y viscosa de la

emulsién o gel, y w es la frecuencia de deformacién.

La Figura 7.8 muestra los cambios en las propiedades reolédgicas de una solucién de WPI al
2,75% en presencia de 1% de lecitina de girasol nativa o hidrolizada (t, = 20 min, %Hp, = 76).
Las curvas de gelificacién muestran que la lecitina hidrolizada redujo significativamente el
modulo complejo G*, tanto en el periodo de calentamiento como en el de enfriamiento, lo

que significa una reduccion en la viscosidad compleja.
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Figura 7.8. Mddulo complejo G* para soluciones de proteina de suero ldcteo (WPI) con y sin
el agregado de lecitina cruda nativa e hidrolizada (t,= 20 min).

De manera similar, Tran Le y col. (2007) describen que la lecitina hidrolizada es muy efectiva
en reducir el diametro promedio de mezclas de micelas de caseina y proteinas del suero
luego de 15 min de calentamiento a 80 °C. Ademas, a partir de la Figura 7.8 también es
evidente que la lecitina nativa redujo la fuerza del gel de WPI, postulandose que las
soluciones de proteina del suero son mas resistentes a la coagulacién inducida
térmicamente; sin embargo, el impacto no fue tan marcado como en el caso de la lecitina

hidrolizada.

Las observaciones anteriores proporcionan un fuerte indicio de que las propiedades de
estabilidad térmica de emulsiones y soluciones que contienen proteinas del suero estdn
ampliamente influenciadas por el tipo de lecitina utilizada. Kristensen y col. (1997) y de

manera similar Kasinos y col. (2013) concluyeron que la interaccién entre fosfolipidos y (-

- 246 -



Capitulo 7 Evaluacion de las Propiedades de las Lecitinas Modificadas

lactoglobulina es dependiente de la hidrofilicidad de los primeros, y por lo tanto del tipo de

grupo polar “cabeza” del fosfolipido, asi como del grado de saturacién de sus acidos grasos.

En este caso la lecitina hidrolizada presenta un alto contenido de LPLs, lo que le otorga un
caracter hidrofilico mayor que el de la lecitina nativa, lo que puede explicar los buenos

resultados obtenidos con la lecitina modificada.
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7.6. CONCLUSIONES

Los experimentos de estabilidad térmica revelaron que tanto la lecitina de girasol nativa
como hidrolizada redujeron la tendencia a la coagulacion en los sistemas estudiados, lo cual
puede atribuirse a la formacién de complejos entre proteinas del suero y fosfolipidos

(o lisofosfolipidos).

En primer lugar, la incorporacidon de lecitina de girasol nativa a emulsiones de leche
concentrada reconstituida sometidas a calentamiento a 121 °C durante 25 min, demostré
una notable reduccion en la tendencia a la coagulacién, con un efecto proporcional a la
concentracion afiadida. Las mediciones de tamafio de particula revelaron que la adicién de la
maxima concentracién de lecitina (0,3% m/m) resulté en emulsiones con caracteristicas de

tamano similares a las emulsiones no sometidas a calentamiento.

Al incrementar el tiempo de calentamiento a 35 min y comparar la lecitina nativa e
hidrolizada, esta ultima mostré ser mas efectiva en mejorar la estabilidad térmica de
emulsiones de leche concentrada reconstituida y soluciones de WPI, lo cual podria explicarse

a partir de su mayor contenido de lisofosfolipidos.

Ademas, la hidrélisis enzimatica de lecitina nativa de girasol con PLA; durante diferentes
intervalos de tiempo mostré que el grado de hidrdlisis puede jugar un papel decisivo en la
estabilidad térmica de emulsiones y soluciones con proteinas de suero. Se encontré un
tiempo éptimo de hidrélisis de 20 min, por encima del cual el efecto positivo de la lecitina
hidrolizada se reducia. Este tiempo de hidrdlisis corresponde a la muestra con mayor
contenido de LPLs, por lo que esto parece jugar un papel determinante en los fendmenos de

agregacion inducida térmicamente. Dado que se observd una dependencia de la estabilidad
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térmica experimental con respecto al contenido de lisofosfolipidos en las lecitinas
modificadas, el efecto benéfico de la hidrdlisis enzimatica a tiempos cortos se explicé como
resultado de la mayor hidrofilicidad de los monoalquil-fosfolipidos (LPLs), lo que concuerda
con lo reportado por algunos autores (McCrae, 1999; Van der Meeren y col., 2005; Tran Le y

col., 2007, 2011; Cabezas y col., 2011).
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7.7. DIFUSION DE RESULTADOS

7.7.1. PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTI{FICAS:

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined
concentrated milk emulsions”. Kasinos, M; Goili, M. L; Nguyen, M. T; Sabatino, P; Martins, J.
C; Dewettinck, K; Van der Meeren, P.

Articulo original; International Dairy Journal; 2014. Vol 38. pp 187-194.

7.7.2. PRESENTACIONES EN CONGRESOS:
“Efecto del agregado de lecitina cruda de girasol en la estabilidad térmica de emulsiones de
leche reconstituida”. Goiii, M. L; Kasinos, M; Van der Meeren, P; Carelli, A.

Péster y Trabajo Extendido presentado en la “lll Reunidon Interdisciplinaria de

Tecnologia y Procesos Quimicos - RITeQ 2014”. Los Cocos, Cérdoba, Argentina. 2014.

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined
evaporated milk emulsions”. Kasinos, M; Goii, M. L; Sabatino, P; Van der Meeren, P.
Poster presentado en 8th NIZO Dairy Conference, “Functional Enzymes for Dairy

Applications”.Papendal, Paises Bajos. 2013.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

Y TRABAJO FUTURO

8.1. CONCLUSIONES GENERALES

En esta tesis se ha presentado un estudio sobre la hidrélisis enzimatica de lecitina cruda de
girasol, utilizando un preparado enzimatico (Lecitase® Ultra), con actividad PLA;. Este
estudio comprendid la determinacién experimental de las condiciones éptimas de reaccién;
la caracterizacion de la materia prima y los productos obtenidos a distintos tiempos de
hidrélisis mediante la implementaciéon de diferentes métodos analiticos, incluyendo el
desarrollo de una técnica de *'P-NMR; y la evaluacién de las propiedades surfactantes de
dichos productos en la estabilizacién de emulsiones lacteas sometidas a tratamiento

térmico, relacionando los resultados con la composicion de las muestras.

Se encontré que las condiciones dptimas de reaccion para la hidrdlisis de lecitina cruda de
girasol con Lecitase® Ultra, fueron: T = 50 °C, pH = 5, y en medio acuoso libre de solvente.

Estos resultados concuerdan con datos reportados posteriormente por distintos autores. El
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uso de un sistema libre de solvente para la hidrdlisis enzimatica representa una ventaja, ya
gue se evitan medidas adicionales de seguridad y etapas posteriores de separacién del
solvente para obtener productos aptos para su uso como aditivos alimentarios; factores que

incrementan los costos de produccidn a nivel industrial.

Debido a que las lecitinas vegetales son mezclas complejas de diferentes componentes que
contribuyen a sus propiedades emulsionantes en conjunto, y de manera diferencial, es
importante contar con técnicas analiticas confiables que permitan la identificacién de todas
las especies presentes. Los lipidos neutros y acidos grasos fueron determinados
satisfactoriamente mediante técnicas cromatograficas (CGC-FID). Por otra parte, debido a las
limitaciones de la metodologia disponible de HPLC-UV para el andlisis de PLs y LPLs en el tipo
de muestras estudiado en esta tesis, se desarrollé6 una técnica analitica mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de fdsforo (*!P-NMR). La técnica
desarrollada demostré ser adecuada para la determinacion de PLs y LPLs e incluso presenté
la ventaja de identificar y cuantificar GPLs, permitiendo el seguimiento de la hidrélisis de
LPLs que son los principales compuestos de interés en las lecitinas modificadas. Esta
metodologia presenta una serie de ventajas adicionales ya que es un método no destructivo
gue ademas no requiere la separacion, purificacién o derivatizacion previa de los analitos; y
utiliza un Unico estandar para la cuantificacién de todas las especies, sin la necesidad de

realizar curvas de calibracion.

La hidrdlisis del acido linoleico (poliinsaturado, normalmente en cantidad mayoritaria en la

posicién 2 de la molécula); el aumento observado en la concentracion de 1-monoglicéridos y

-258 -



Capitulo 8 Conclusiones Generales y Trabajo Futuro

1,3- diglicéridos; y la hidrdlisis de lisofosfolipidos corroborada por la aparicion de
glicerofosfolipidos en el medio de reaccion, sugieren la ocurrencia de la acil-migracion. Esta
hipotesis también es avalada por lo reportado en bibliografia para medios de reaccion con

alto contenido de agua.

Ademas de su actividad como PLA;, los resultados obtenidos evidenciaron una accién lipasa
de la enzima Lecitase® Ultra, hidrolizando a los lipidos neutros presentes en la lecitina cruda,
lo que concuerda con lo informado por varios autores en la literatura. Esta hidrdlisis fue mas
importante luego de una significativa disminucion de los fosfolipidos (%Hp. ~ 90) a tiempos
de reaccién mayores a 1 h. Esto concuerda con lo reportado por algunos autores que han
encontrado que la fosfatidilcolina (fosfolipido mayoritario en la lecitina de girasol) inhibe la

actividad lipasa de Lecitase® Ultra.

En las condiciones de reaccién estudiadas, se observé que la hidrdlisis de PLs ocurre casi en
su totalidad durante la primera hora de reaccidn, obteniéndose un grado de hidrdlisis de
fosfolipidos de aproximadamente 90%. Dentro de este periodo la concentracién de LPLs

alcanzé un maximo a los 20 min y luego comenzd a disminuir, por hidrélisis a GPLs.

Con respecto a las aplicaciones de las lecitinas modificadas, los experimentos de coagulacion
térmica en emulsiones lacteas revelaron que tanto la lecitina de girasol nativa como
hidrolizada mejoraron la estabilidad térmica, lo cual puede atribuirse a la formacion de
complejos entre proteinas del suero y fosfolipidos y/o lisofosfolipidos. Los ensayos

realizados demostraron que las emulsiones con 0,3% de lecitina nativa adicionada sometidas
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a tratamiento térmico por 25 min, presentan caracteristicas reoldgicas y de estabilidad
similares a las emulsiones no sometidas a calentamiento. Por otro lado, al incrementar el
tiempo de calentamiento a 35 min, se observd que la lecitina hidrolizada presenté un mayor
efecto estabilizante que la lecitina nativa, a igual concentracién. Ademas el mejor resultado
se obtuvo con la lecitina modificada con mayor contenido de LPLs (20 min de reaccion;
%Hp. ~ 75), lo que sugiere una relacién directa entre el contenido de estos compuestos y las

propiedades estabilizantes de la lecitina modificada.

En conclusion, el desarrollo de esta tesis pretende aportar conocimientos que contribuyan al
aprovechamiento de lecitinas provenientes del proceso de refinacién del aceite de girasol,
utilizando una tecnologia limpia como la enzimdtica. La tecnologia propuesta puede
constituir una alternativa atractiva para revalorizar un subproducto industrial de un sector
muy importante en Argentina, como es el complejo oleaginoso, combindandose el uso de una
materia prima no-GMO, con el uso de un proceso limpio, para generar productos con
multiples funcionalidades, de gran interés en la industria farmacéutica, cosmética y de

alimentos.

8.2. TRABAJOS FUTUROS

Las muestras obtenidas a diferentes tiempos de hidrdlisis presentan diferencias en su
composicién, lo que seguramente otorgara caracteristicas emulsionantes y dispersantes

propias a cada una de ellas. Una futura linea de trabajo radica en la aplicacion de las
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diferentes muestras a otros sistemas, como pueden ser productos panificados donde se
cree que las lisolecitinas ayudan a prevenir la retrogradacion del almidéon formando

complejos LPL-amilosa.

También podria considerarse el fraccionamiento posterior de la lecitina modificada,
obteniendo por un lado la fase de lipidos neutros con un alto contenido de MGs y DGs, y por
otro lado, la fracciéon polar con un alto contenido de LPLs. Ambas fracciones presentaran
caracteristicas emulsionantes propias para distintas aplicaciones en la industria

farmacéutica, cosmética y de alimentos.

Se propone también investigar mecanismos que permitan disminuir la reaccion de
acil-migracion de manera de optimizar la cantidad de LPLs obtenida, evitando su posterior
hidrdlisis. Esto puede mejorarse efectuando la hidrdlisis en medios semisdlidos. Esto implica
trabajar en condiciones de alta concentracién de sustrato y enzima en agua y una buena
agitacién. Ademas, el producto obtenido de esta manera presentaria un bajo contenido de
agua; la utilizacion de este tipo de sistemas a escala industrial puede resultar una alternativa
mas econémica que el empleo de sistemas con alto tenor acuoso. Esto es muy importante
desde el punto de vista tecnolégico y econdmico dado que la eliminacion de agua es un
proceso caro y muy lento, considerando que se requiere trabajar a bajas temperaturas para

evitar deterioros en el producto.

Otra manera de reducir los costos de proceso a nivel industrial es la utilizacion de enzimas

inmovilizadas. Por lo tanto se propone como trabajo futuro continuar con el estudio de
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mecanismos de inmovilizacién que no reduzcan la actividad de la enzima, permitiendo
ademas, la implementacién de un proceso continuo y con mejor control de las condiciones

de reaccidn en planta.

Por otro lado podria encararse un estudio sistematico del mecanismo de reaccion de la
hidrdlisis de fosfolipidos con Lecitase® Ultra, asi como también de su actividad como lipasa,
ya que la obtencidn de monoglicéridos, diglicéridos y acidos grasos a partir de aceite, si bien
requiere procesos posteriores de purificacién, puede resultar de gran interés debido al alto

valor de estos productos.

Por ultimo, seria de interés avanzar en el estudio de las potenciales aplicaciones de las
lecitinas modificadas en la industria farmacéutica y cosmética. Por ejemplo la
glicerofosfatidilcolina (GPC) es un potencial nutriente para su uso como aditivo alimentario y
aplicaciones médicas, por lo que su obtencidn a partir de la hidrélisis total de lecitinas crudas

podria ser una alternativa muy atractiva desde el punto de vista comercial.
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