
Capítulo 5                          Desarrollo de una Técnica de 31P-NMR para Determinación de Fosfoglicéridos  

- 176 - 
 

Con todo esto, se verifica que el método es adecuado no sólo para identificar todas las 

formas hidrolizadas de los fosfolípidos presentes en las muestras, sino también para su 

cuantificación. 

 

 
Tabla 5.6. Error relativo en la cuantificación por 31P-NMR de PL, LPL, y GPL a partir de 

muestras comerciales de concentración conocida sometidas a hidrólisis 
enzimática con Lecitase® Ultra. 

 
Error en la cuantificación por 31P-NMR de 

muestras hidrolizadas 

Especie EC % 

PC 1,15 

4,38 

1,67 

2,44 

2,99 

PI 

PE 

PA 

PG 

 
 

Luego, mediante este método, es posible la determinación 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 hidrólisis de 

PLs, lo que permite no sólo evaluar la cinética de reacción, sino también caracterizar las 

lecitinas modificadas. En el siguiente capítulo (capitulo 6) se muestran y discuten los 

resultados de esta caracterización. 
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5.6. CONCLUSIONES 

La metodología de espectroscopía de resonancia magnética nuclear de fósforo, demostró ser 

adecuada para la determinación de fosfolípidos y sus productos de hidrólisis en lecitina 

cruda de girasol. 

El método desarrollado presentó la ventaja de permitir la identificación de todos los 

lisofosfolípidos presentes en las muestras, y también de los glicerofosfolípidos, lo que 

permite el seguimiento de la hidrólisis de los lisofosfolípidos 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 hidrólisis de lecitina, evaluando en qué momento conviene detener la reacción, según las 

características deseadas en el producto final. 

Además, si bien en el grupo de alimentos de PLAPIQUI no se cuenta con un equipo de 

espectroscopía de resonancia magnética nuclear, sí se cuenta con la disponibilidad de un 

equipo de NMR de líquidos en el Departamento de Química de la Universidad Nacional del 

Sur, por lo que es un método factible para permitir la determinación de estos compuestos en 

trabajos futuros realizados por el grupo. 
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5.7. DIFUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Algunos detalles de la metodología presentada en este capítulo fueron publicados en los 

siguientes trabajos: 

 

5.7.1. PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTÍFICAS: 

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined 

concentrated milk emulsions”. Kasinos, M; Goñi, M. L; Nguyen, M. T;  Sabatino, P; Martins, J. 

C; Dewettinck, K;  Van der Meeren, P.  

Artículo original; International Dairy Journal; 2014. Vol 38; p 187-194. 

 

5.7.2. PRESENTACIONES EN CONGRESOS 

“Determinación de fosfoglicéridos en lecitina de girasol mediante 31P-NMR. Desarrollo de 

una técnica analítica”. Goñi ML, Constenla DT, Van der meeren P, Carelli AA.  

Trabajo presentado como Póster y Trabajo completo en el V Congreso Internacional 

de Ciencia y Tecnología de Alimentos (CICYTAC 2014). Noviembre 2014, Córdoba, 

Argentina. 

 

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined 

evaporated milk emulsions”. Kasinos, M; Goñi, ML; Sabatino, P; Van der Meeren, P.  

Poster presentado en 8th NIZO Dairy Conference, “Functional Enzymes for Dairy 

Applications”. Septiembre de 2013, Papendal, Países Bajos.  
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CCAAPPÍÍTTUULLOO  VVII::  

SSEEGGUUIIMMIIEENNTTOO    DDEE  

FFOOSSFFOOGGLLIICCÉÉRRIIDDOOSS                                                    

EENN  LLAA  HHIIDDRRÓÓLLIISSIISS                                                                              

MMEEDDIIAANNTTEE  3311PP--NNMMRR..  
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6. SEGUIMIENTO  DE FOSFOGLICÉRIDOS EN LA HIDRÓLISIS                                       

MEDIANTE 31P-NMR. 

 

 

 

En este capítulo se describe la caracterización de los fosfoglicéridos (PLs, LPLs y GPLs) en la 

lecitina cruda de girasol y las muestras modificadas.  

Como ya se explicó en los capítulos 1 y 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 aplicación depende de la composición de la lecitina, 

pudiendo variar en el tipo de PLs, o LPLs, contenido de lípidos neutros u otros compuestos 

como glicolípidos, ácidos grasos libres, etc., por lo que conocer la composición 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 características de la lecitina cruda de girasol y la enzima utilizada para su hidrólisis fueron 

descriptas en el capítulo 3 (sección 3.1.1 y 3.1.2, respectivamente). 

Los materiales utilizados en la preparación de muestras para la determinación de 

fosfoglicéridos, así como los compuestos utilizados como estándares para su identificación y 

cuantificación, fueron descriptos en el capítulo 5, sección 5.2.1. 

Para el control de la reacción se utilizó un titulador automático (Dosimat 765, Metrohm, 

Herisau, Suiza) y un baño calefactor con recirculación de agua (Heating Circulating Baths, 

PolyScience ®, EEUU). 

La determinación cuali-cuantitativa de fosfolípidos y sus formas hidrolizadas mediante 

espectrometría 31P-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 operación del equipo fueron detalladas en el capítulo 5, sección 

5.2.2.  

Para las mediciones de pH se utilizó un analizador electroquímico Consort C6020 (Consort, 

Bélgica). 

 

 

6.2. REACCIÓN DE HIDRÓLISIS  

La hidrólisis enzimática de lecitina cruda de girasol se llevó a cabo según las condiciones 

óptimas recomendadas en el capítulo 4, utilizando la misma relación enzima: sustrato de      

1 µL: 80 mg, pH=5, y una temperatura de reacción de 50 °C. 



Capítulo 6                                               Seguimiento de Fosfoglicéridos en la Hidrólisis mediante 31P-NMR 

- 187 - 
 

Considerando que las muestras de lecitina modificadas serían utilizadas luego como 

emulsionantes y que el uso de buffer en el medio de reacción para mantener el pH 

constante implicaría una posterior separación de las sales en las muestras obtenidas por 

hidrólisis, se recurrió a un procedimiento alternativo consistente en la regulación del pH 

siguiendo la titulación de los ácidos grasos liberados durante la hidrólisis. Para ello, se utilizó 

un equipo titulador automático, el cual mide el pH y cuando detecta una variación de ± 0,05 

en su valor dosifica el volumen requerido de una solución ácida o básica hasta volver al valor 

de pH original. En este caso se utilizó una solución de NaOH 25 mM. El volumen de solución 

básica agregado así como el pH del medio de reacción son registrados por el equipo; lo cual 

no sólo es útil para el control de la reacción sino también para recalcular la concentración de 

lecitina en las muestras si es necesario, ya que puede haber una pequeña dilución según el 

volumen de solución agregado. 

Se preparó una dispersión de lecitina agregando 4% m/m de lecitina cruda nativa de girasol 

en agua, utilizando agitación magnética a 50 °C, hasta obtener una mezcla homogénea. El pH 

inicial del medio de reacción se ajustó a un valor de 5,0 con unas gotas de HCl (0,1 N). El 

recipiente con la dispersión de lecitina en agua fue colocado en un baño de agua a fin de 

controlar y mantener su temperatura a 50 °C, y luego se agregó el volumen correspondiente 

de Lecitase® Ultra para lograr una concentración 0,05 % v/v.  

La hidrólisis se llevó a cabo a diferentes tiempos (th) entre 5 y 360 min. Adicionalmente, se 

realizó un ensayo de 24 h de duración con el fin de determinar el estado estacionario de la 

reacción. Al término del periodo de reacción considerado, las mezclas fueron 

inmediatamente incubadas a 100 °C durante 10 min para inactivar la enzima y detener la 

reacción. La hidrólisis se realizó por duplicado para cada tiempo de reacción (th). 
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6.3. DETERMINACIÓN  CUALI-CUANTITATIVA  POR  31P-NMR 

La determinación de fosfoglicéridos en las muestras de lecitina cruda de girasol nativa y 

modificada por hidrólisis se llevó a cabo por el método propuesto de espectroscopía de 

resonancia magnética nuclear de fósforo, en las condiciones resumidas en la Tabla 5.3 

(capítulo 5, sección 5.3.2).  

En la Figura 6.1 se presentan algunos de los espectros obtenidos para la lecitina nativa (th=0) 

y modificada. Se muestran resultados a un tiempo de reacción corto (20 min), intermedios 

(60 y 360 min) y por último a 24 h. 

Como ya se explicó en el capítulo anterior, la intensidad de la señal (área de pico) es 

directamente proporcional a la concentración molar de la especie en la muestra, y esta 

relación no varía según el tipo de compuesto.  

Mediante las ecuaciones 5.1 y 5.2 (capítulo 5) se calculó la concentración de todas las 

especies observadas en los espectros, tanto de la lecitina nativa como de las muestras 

hidrolizadas, en mmol/ g lecitina, o su expresión 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 así el porcentaje en peso de cada especie presente 

en las lecitinas nativa y modificada. Para el cálculo del peso molecular medio de cada 

compuesto se utilizó un promedio ponderado de los pesos moleculares de los cuatro ácidos 

grasos mayoritarios presentes en la lecitina utilizada (ácidos palmítico, esteárico, oleico y 

linoleico). 

Las determinaciones se realizaron por duplicado, y se utilizó el test de Student (t-test) como 

método de comparación de medias. Para todos los compuestos, los valores promedio 
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calculados para distintos tiempos de reacción se compararon mediante este método y las 

diferencias se consideraron significativas para valores de P < 0,05. 

 

6.3.1. COMPOSICIÓN DE FOSFOGLICÉRIDOS EN EL SUSTRATO 

La Figura 6.1 A muestra las resonancias características de los principales fosfolípidos 

presentes en la lecitina cruda nativa de girasol utilizada como sustrato para la hidrólisis  

(th = 0). Puede observarse que el componente mayoritario es la fosfatidilcolina (PC), seguido 

del fosfatidilinositol (PI), y en menor proporción fosfatidiletanolamina (PE), ácido fosfatídico 

(PA) y fosfoglicerol (PG). Se observa también la presencia de lisofosfolípidos, como la 

lisofosfatidilcolina (LPC) o la lisofosfatidiletanolamina (LPE) en menor proporción. 

En la Tabla 6.1 se muestra la composición de PLs y LPLs en la lecitina cruda de girasol 

utilizada como sustrato de la reacción de hidrólisis, 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 variación de todos los datos obtenidos resultaron 

menores al 3%.  



Capítulo 6                                               Seguimiento de Fosfoglicéridos en la Hidrólisis mediante 31P-NMR 

- 190 - 
 

 

Figura 6.1. Espectros de resonancia magnética nuclear de fósforo (31P-NMR) para lecitina 
cruda de girasol nativa (A) y modificada con tiempos de reacción de 20 min (B), 
60 min (C), 360 min (D) y 24 h (E). 
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Tabla 6.1. Composición de fosfolípidos y lisofosfolípidos en la lecitina cruda de girasol 
utilizada como sustrato de hidrólisis, determinada por 31P-NMR. 

 
Composición de Fosfolípidos y Lisofosfolípidos                                                         

en Lecitina Cruda Nativa de Girasol a 

 Especie g/ 100 g lecitina g/ 100 g fosfoglicéridos 

Fosfolípidos 
(PLs) 

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 

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 

Lisofosfolípidos 
(LPLs) 

LPC 3,61 ± 0,03 8,04 ± 0,80 

LPE 0,79 ± 0,01 1,75 ± 0,40 

Total 4,40 ± 0,04 9,79 ± 1,20 

Fosfoglicéridos 

(FG) 
Total 44,97 ± 0,42 100 ± 2,89 

        a Media aritmética ± Desviación estándar; n = 2; CV < 3%. 

 

 

6.3.2. COMPOSICIÓN DE FOSFOGLICÉRIDOS EN LA LECITINA MODIFICADA POR HIDRÓLISIS 

En los espectros correspondientes a la lecitina modificada mediante hidrólisis enzimática 

(Figura 6.1 B-E), se observa la aparición de señales correspondientes a otros lisofosfolípidos 

que no estaban presentes en la muestra original: lisofosfatidilinositol (LPI), lisofosfoglicerol 

(LPG) y el ácido lisofosfatídico (LPA); y los glicerofosfolípidos: glicerofosfatidilcolina (GPC) 
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glicerofosfatidilinositol (GPI), glicerofosfatidiletanolamina (GPE), glicerofosfoglicerol (GPG) y 

ácido glicerofosfatídico (GPA). 

En la Figura 6.1 se aprecia cómo a tiempos cortos de reacción (Figura 6.1 B, th = 20 min) se 

tiene una brusca disminución en el contenido de fosfolípidos que va de la mano de un 

aumento en el contenido de lisofosfolípidos. Se observa que el componente mayoritario de 

la muestra es ahora la 2-LPC. A medida que el tiempo de reacción avanza (Figura 6.1 C-D,  

th = 60 y 360 min) puede verse cómo las señales 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 (glicerofosfolípidos), a la vez que se 

observa una disminución de los lisofosfolípidos. 

Esto también puede observarse en la Tabla 6.2, donde se muestra la composición de 

fosfolípidos y sus formas hidrolizadas, en la lecitina nativa y las muestras modificadas, según 

el tiempo de reacción. En esta tabla, los valores se presentan en mmol/ 100 g de lecitina de 

manera que pueda realizarse el seguimiento de la reacción de hidrólisis más fácilmente.  

Como resultado del análisis estadístico, se indican con letras distintas los valores que 

resultaron significativamente diferentes, para un mismo compuesto a los distintos th.  Los 

valores máximos alcanzados por cada lisofosfolípido, se indican en sombreado, 

observándose que corresponden en general a th = 20-30 min. 

Cabe destacar que no se encontraron diferencias significativas entre las muestras con  

th = 360 min y 24 h, lo que sugiere que a las 6 h la reacción ya ha alcanzado el estado 

estacionario. 

Esto queda reflejado en la Figura 6.2 donde se muestra la evolución de las distintas especies 

a lo largo del tiempo de reacción. 
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Figura 6.2. Evolución de las distintas especies de fosfoglicéridos (FG) con el tiempo de 

hidrólisis (th), mostrando el estado estacionario de la reacción desde 6 h       

(360 min) hasta 24 h (1440 min), permaneciendo constante la concentración 
tanto de fosfolípidos (PLs) como de lisofosfolípidos (LPLs) y       
glicerofosfolípidos (GPLs). 

 

 

En la Figura 6.3 se muestra una ampliación de la zona del espectro para valores de  entre    

0 y 0,5 ppm, para las muestras de lecitina modificada (th = 20, 60, 360 min y 24 h). En la 

misma puede apreciarse con mayor detalle la zona mencionada. Esto permite observar 

cómo con el tiempo de reacción disminuye el área relativa de los picos correspondientes a 

las especies de LPC y LPI, y a su vez aumentan los correspondientes a GPC y GPI. 
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Figura 6.3 Detalle de espectros de resonancia magnética nuclear de fósforo para lecitinas 
modificadas con tiempos de reacción 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 disminución de las distintas especies de fosfolípidos durante la 

hidrólisis. Si se observan las curvas a tiempos cortos de reacción (th < 5 min), puede verse 

que la mayor pendiente inicial la presenta la fosfatidilcolina (PC), seguida de la 

fosfatidiletanolamina (PE) y el ácido fosfatídico (PA). Por su parte el fosfatidilinositol (PI) y el 

fosfoglicerol (PG) son las especies con menores velocidades iniciales de reacción. La baja 
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velocidad inicial del PG puede deberse a la pequeña concentración de esta especie en las 

muestras, pero para el caso del PI puede decirse que los resultados sugieren una baja 

selectividad de la enzima para este compuesto. 

 

 

 

Figura 6.4. Disminución del contenido de fosfolípidos (PL) durante la hidrólisis de           
lecitina cruda de girasol.  

 

 

Luego, en las condiciones de reacción estudiadas la enzima Lecitase® Ultra presentó una 

selectividad para la hidrólisis de PLs como se muestra a continuación: 

PC > PE, PA > PI, PG 

Esto concuerda con datos reportados por otros autores para la hidrólisis de fosfolípidos con 

Lecitase® Ultra como catalizador (MacKenzie y col., 2009; Penci, 2009). 
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En la Figura 6.5 se muestra la evolución de las distintas especies de lisofosfolípidos, durante 

la reacción de hidrólisis. Puede verse que para los componentes mayoritarios (LPC, LPI y 

LPE), la concentración aumenta hasta alcanzar su máximo a los 20 min de reacción, para 

luego comenzar a disminuir hasta llegar a un valor constante después de 6 h de hidrólisis 

(360 min). 

 

 

 

Figura 6.5. Evolución del contenido de lisofosfolípidos (LPL) durante la hidrólisis de           
lecitina cruda de girasol.  
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6.4. COMPARACIÓN CON MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 

Con el objeto de comparar los resultados obtenidos por NMR con otra técnica de 

determinación de fosfolípidos, se trabajó en colaboración con un grupo de investigación de 

la Universidad de Gante, Bélgica (Laboratorio de Ingeniería y Tecnología de Alimentos, 

Departamento de Seguridad y Calidad Alimentaria, Facultad de Bioingeniería). En dicho 

grupo han desarrollado una técnica de determinación de fosfolípidos por cromatografía 

líquida de alta performance (HPLC), utilizando un detector ELSD (Evaporative light scattering 

detector), que recientemente ha sido publicada (Nguyen y col., 2014). 

El análisis de fosfolípidos y lisofosfolípidos se llevó a cabo en fase normal, en un equipo de 

HPLC Shimadzu (Tokyo, Japón), conectado a un detector ELSD (ELSD 3000, Alltech Associates 

Inc., Lokeren, Bélgica). La integración y adquisición de datos se llevó a cabo con un software 

LCSolution (Shimadzu, Japón). Se utilizó una columna de sílica (250 x 4,6 mm x 5 µm. YMC-

Pack Diol Silica column. YMC, Kyoto, Japón), conectada a una pre-columna (7,5 x 93 mm x  

5 µm, diol silica). El horno se mantuvo a 35 °C durante toda la medición. Como fase móvil se 

utilizó un gradiente ternario de A: hexano, B: metanol/ácido acético/trietilamina (97: 1,5: 

1,8; v/v/v), y C: acetona/ácido acético/trietilamina (97: 1,5: 1,8; v/v/v). El gradiente de 

elución se muestra en la Tabla 6.3.  

La temperatura del detector fue de 65 °C, y el flujo de gas nitrógeno para el nebulizador fue 

de 1,7 L/min. El volumen de inyección fue de 25 µL y las muestras fueron analizadas por 

duplicado. Para la identificación 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 determinación 

cuantitativa se utilizaron curvas de calibración previamente elaboradas, construidas con 

lecitina de girasol estándar (composición conocida de PLs y LPLs, determinada por 31P-NMR, 

Spectral Service GmbH, Köln, Alemania). 
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Tabla 6.3. Programación de la fase móvil utilizada en la determinación de PLs y LPLs 
mediante HPLC-ELSD (Nguyen y col., 2014). 

Programación de la Fase Móvil para HPLC-ELSD 

Tiempo 

(min) 

Solvente A 

(%) 

Solvente B 

(%) 

Solvente C 

(%) 

Caudal 

(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 analítico, sólo se analizaron algunas muestras de lecitina representativas 

de distintas etapas de la reacción.  

En los cromatogramas puede verse que mediante esta técnica no puede obtenerse 

información sobre el estado más hidrolizado de las especies que son los glicerofosfolípidos 

(GPL), lo que representa una desventaja del método con respecto al desarrollado por NMR. 

Además, las señales de LPA y LPE se superponen, obteniéndose un único pico para ambas 

especies, lo cual constituye una limitación en el poder de resolución 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 
detección de fosfolípidos (PA, PG, PE, PI, PC) y lisofosfolípidos (LPE, LPA, LPI, 
LPC), con algunos picos no identificados (ni). 

 

 

Otra desventaja de esta metodología con respecto a la propuesta por NMR, es que la 

respuesta del detector varía según el compuesto, por lo que fue necesaria la utilización de 

curvas de calibración para la cuantificación de los analitos. Además, esta respuesta no es 

lineal con la concentración del analito, sino que sigue una relación potencial del tipo: 

                                                    (6.1) 

Donde   es la concentración del compuesto en la muestra inyectada, en mg/mL;   es el área 

de pico correspondiente; y   y   son parámetros que varían según el compuesto, y se 

ajustan en base a las curvas de calibración.   
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En las Tablas 6.4 y 6.5 se presenta una comparación de la cuantificación de fosfoglicéridos 

mediante el método sugerido de P-NMR y 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 cuantificación no sólo de los PLs sino también de los LPLs.  

Puede observarse que con ambos métodos se obtienen valores promedio de composición 

semejantes, aunque los obtenidos por HPLC-ELSD presentan mayores coeficientes de 

variación (CV%).  El análisis estadístico reveló que las diferencias observadas entre los 

valores determinados por ambos métodos para PC y PI no son significativas. En cambio para 

LPC, puede verse que a bajas concentraciones (para th = 0) el método de HPLC-ELSD arroja un 

valor menor que el de NMR, pero para concentraciones más altas de esta especie (para  

th = 20 min) las diferencias entre ambos métodos dejan de ser significativas. 

Para el resto de los compuestos las diferencias resultaron significativas, pero pequeñas. 
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Tabla 6.4. Comparación de la determinación de PLs y LPLs mediante el método sugerido de  
P-NMR y HPLC-ELSD, para lecitina cruda nativa de girasol (Sin hidrolizar). 

Determinación de Fosfoglicéridos en Lecitina Cruda Nativa de Girasol: 
Comparación de Métodos 

 P-NMR HPLC-ELSD 

Compuesto Valor* CV% Valor* CV% 

PC 23,16a 0,76 22,81a 4,12 

PI 14,77a 0,98 14,12a 3,53 

PE 9,27b 1,15 8,89a 1,91 

PG 1,10a 1,41 1,94b 2,01 

PA 3,16b 1,59 2,96a 1,98 

LPC 7,03b 0,73 6,53a 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. Comparación de la determinación de PLs y LPLs mediante el método sugerido de P-
NMR y cromatografía líquida (HPLC-ELSD), para lecitina cruda de girasol 
hidrolizada con Lecitase® Ultra durante 20 min. 

Determinación de Fosfoglicéridos en Lecitina Cruda Girasol Hidrolizada  
(th = 20 min): Comparación de Métodos 

 P-NMR HPLC-ELSD 

Compuesto Valor* CV% Valor* CV% 

PC 3,55a 1,32 3,31a 4,92 

PI 7,69a 1,21 8,03a 4,01 

PE 0,00a - 0,00a - 

PA 0,58b 2,15 0,00a - 

PG 0,32b 2,68 0,00a - 

LPC 24,22a 1,03 25,16a 4,81 

LPI 6,94b 0,71 5,86a 3,61 

LPE 6,90b 0,74 5,38a,** 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 única señal correspondiente LPE + LPA 
*** La técnica no permite la identificación 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. DISCUSIÓN  

Los valores de fosfolípidos y lisofosfolípidos obtenidos por el método propuesto de 31P-NMR 

para el sustrato concuerdan con los reportados en la literatura para lecitinas de girasol (van 

Nieuwenhuyzen & Tomás, 2008; Schneider, 2008; Cabezas, 2010). 
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De los resultados obtenidos para las muestras hidrolizadas, se desprende que en las 

condiciones estudiadas, además de la hidrólisis de fosfolípidos para generar lisofosfolípidos 

(monoalquil fosfoglicéridos) ocurre también la hidrólisis de éstos últimos, liberando el 

segundo ácido graso y generándose el correspondiente glicerofosfolípido (la forma más 

hidrolizada de los fosfoglicéridos). 

Para todas las especies, se obtienen valores constantes luego de 6 horas de hidrólisis. Esto 

puede deberse a la inactivación de la enzima luego de ese período de tiempo, así como 

también a que la reacción haya llegado a su estado estacionario. No se observó hidrólisis 

completa de los LPLs; lo cual puede explicarse por el alto contenido de ácidos grasos libres 

en las muestras con tiempos de reacción mayores a 6 h, ya que pueden ocurrir procesos de 

re-esterificación, al encontrarse los productos en concentraciones tan altas con respecto a 

los sustratos. Cabe recordar que paralelamente a la reacción de hidrólisis de PLs ocurre la 

hidrólisis de lípidos neutros, lo que aumenta la concentración de AGLs en el medio de 

reacción, sobre todo a tiempos largos.  

MacKenzie y col. (2009) han demostrado la especificidad de Lecitase® Ultra como PLA1 en las 

condiciones de reacción ensayadas en esta tesis, descartando la posibilidad de que la enzima 

pueda hidrolizar el ácido graso en la posición sn-2. Sin embargo, como se ha visto, el análisis 

de las muestras hidrolizadas revela la presencia de GPLs. Esto puede explicarse mediante la 

reacción denominada acil-migración, en donde ocurre la migración del ácido graso en la 

posición sn-2 de los LPLs resultantes de la hidrólisis de PLs, a la posición sn-1, y de esta 

manera la enzima vuelve a hidrolizar el LPL obteniéndose el correspondiente GPL. Esta 

reacción se esquematiza en la Figura 6.7.  
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Figura 6.7. Reacción de hidrólisis de fosfolípidos utilizando Lecitase® Ultra (PLA1) como 
catalizador enzimático. 

 

 

La acil-migración es una reacción no enzimática, muy difícil de evitar debido a que la 

molécula del monoalquil-fosfolípido es termodinámicamente más estable cuando tiene el 

ácido graso en la posición sn-1, por lo que la conversión de 1-LPL a 2-LPL ocurre de manera 

espontánea. En general, esta migración es catalizada por ácidos o bases, y altas 

temperaturas, y se ve favorecida en medios con alto contenido de agua (Adlercreutz y col., 

2001; Kiełbowicz y col., 2012)  

Esta reacción no enzimática permite la hidrólisis de los lisofosfolípidos, por lo que genera 

que exista un punto óptimo de reacción donde se tiene el mayor contenido de LPLs, la 

especie de mayor interés para los objetivos de esta tesis. En las condiciones de reacción 

estudiadas, se encontró que este punto óptimo de mayor contenido de LPLs, se obtiene a un 

tiempo de hidrólisis de 20 min. Esto concuerda con lo encontrado por Zhang y col. (2012), 

cuyos estudios sobre la hidrólisis de fosfatidilcolina (PC) con Lecitase® Ultra, en condiciones 

similares a las estudiadas en esta tesis, dieron como resultado una disminución brusca de la 

PC durante los primeros 10 min de reacción, y un máximo de lisofosfatidilcolina (LPC) a los 
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20 min, con la obtención de glicerofosfatidilcolina (GPC) con una pureza cercana al 90% 

luego de 6 horas de reacción. 

En la Figura 6.8 se muestra un posible mecanismo propuesto para la migración del ácido 

graso de la posición sn-2 a la posición sn-1 (Pluckthun & Dennis, 1982).  

 

 

 
Figura 6.8. Posible mecanismo de acil-migración en medio ácido. Adaptado de Pluckthun & 

Dennis (1982). 
 

 

Cabe destacar que la relación de 2-LPC/1-LPC al momento de la determinación por P-NMR 

puede no ser exactamente la misma que al momento de detener la hidrólisis por 

inactivación de la enzima. Por un lado, si bien la demora entre la toma de muestra y la 

determinación fue mínima, existe un tiempo de preparación de muestra y espera en el 

equipo en el que la reacción de acil-migración (no enzimática) puede seguir adelante, lo que 

llevaría a obtener mayores valores para esta relación de isómeros. Por otro lado, algunos 

estudios sugieren que a pH=5 (pH de la reacción) la migración de AGs de la posición sn-2 a la 

sn-1 es muy rápida obteniéndose una alta relación 2-LPC/1-LPC, mientras que a pH=8 (pH en 

que se realiza la medición) esta migración es más lenta. Además, a pH=8 la concentración 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 podría observar la reacción en sentido opuesto (migración del AG en la posición 
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sn-1 a la sn-2), disminuyendo así la relación entre el isómero 2-LPC y el 1-LPC (Pluckthun & 

Dennis, 1982; Kunze y col., 1997; Kiełbowicz y col., 2012). De todos modos, las propiedades 

emulsionantes de ambos isómeros son similares, por lo que a los fines de su aplicación sólo 

importa el contenido total de ambos isómeros de LPC en la muestra.  

Con respecto a las muestras de hidrólisis a tiempos largos de reacción (th  3 h), los 

componentes mayoritarios en conjunto son las especies más hidrolizadas de los 

fosfoglicéridos, los glicerofosfolípidos (GPL), que no presentan propiedades surfactantes. Por 

ello estas muestras con alto grado de hidrólisis no son de interés en esta tesis. Sin embargo, 

la obtención 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 está presente sólo en cantidades pequeñas (trazas). Zhang y col. (2012) sugieren 

que en este momento un método de obtención de GPC con alta conversión y rendimiento, 

bajo costo y a su vez amigable con el ambiente, representa un gran desafío. Por ello la 

obtención de GPC utilizando una tecnología limpia como la enzimática, y a partir de un 

subproducto del proceso de desgomado de aceite de girasol, podría 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 reacción, 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 modificación por hidrólisis 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 reacción. Este estudio se presenta en el capítulo siguiente. 
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La caracterización de estas muestras obtenidas a tiempos cortos de reacción (10-60 min) se 

muestra en la Tabla 6.6.  

 

 

Tabla 6.6. Composición de fosfolípidos y lisofosfolípidos en la lecitina cruda de girasol 
modificada por hidrólisis enzimática, determinada por 31P-NMR. 

 % m/m (g/ 100 g lecitina) 

 
Especie 

Tiempo de Hidrólisis  

(th, min) 

 10 20 30 40 60 

Fosfolípidos 
(PLs) 

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 

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 

Lisofosfolípidos 
(LPLs) 

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 

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 

%HPL  64,32 76,37 81,77 84,44 88,88 

a Media aritmética; n = 2; CV < 3%. 



Capítulo 6                                               Seguimiento de Fosfoglicéridos en la Hidrólisis mediante 31P-NMR 

- 209 - 
 

Se presenta sólo el contenido de los especies de interés (PLs y LPLs), en porcentaje en peso, 

de manera que pueda compararse más fácilmente 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 hidrólisis de los PLs (%HPL) para cada tiempo de reacción, 

calculado según la Ec. 4.1 (capítulo 4) 
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6.6. CONCLUSIONES  

La metodología P-NMR desarrollada demostró ser adecuada para la determinación de 

fosfolípidos y sus productos de hidrólisis 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 presentó la ventaja de permitir la identificación de todos los 

lisofosfolípidos presentes en la muestra, y también de los glicerofosfolípidos, permitiendo el 

seguimiento tanto de la formación como de la hidrólisis de los lisofosfolípidos, que son el 

principal compuesto de interés en las lecitinas modificadas. Esto permite evaluar en qué 

momento detener la reacción, según las características deseadas en el producto final.  

Dependiendo de la aplicación deseada puede elegirse el tiempo de reacción que permita 

obtener la composición más adecuada, en términos de contenido total de fosfoglicéridos 

(PLs+LPLs), relación LPLs/PLs, relación de fosfoglicéridos hidrofílicos/hidrofóbicos, etc. Cabe 

mencionar que si bien existen algunos ejemplos concretos que permiten sacar conclusiones 

sobre el tipo de fosfoglicérido más adecuado para una aplicación dada, se trata todavía de 

un terreno empírico, que requiere de investigaciones más sistemáticas. Debido a ello, es 

posible también encontrar información contradictoria en la literatura. Por ello la 

caracterización del contenido de PLs y LPLs en lecitina cruda de girasol presentada en este 

capítulo podría permitir correlacionar su composición con sus características como agente 

emulsionante en diferentes aplicaciones.  
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6.7. DIFUSIÓN DE RESULTADOS 
 

 

Los resultados del análisis de la composición de fosfoglicéridos fueron parcialmente 

publicados en los siguientes trabajos: 

 

6.7.1. PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTÍFICAS 

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined 

concentrated milk emulsions”. Kasinos, M; Goñi, M. L; Nguyen, M. T;  Sabatino, P; Martins, J. 

C; Dewettinck, K;  Van der Meeren, P.  

Artículo original; International Dairy Journal; 2014. Vol 38; pp 187-194. 

 

6.7.2. PRESENTACIONES EN CONGRESOS 

“Modificación de lecitina cruda de girasol mediante hidrólisis enzimática. Caracterización de 

los productos”. Goñi ML, Constenla DT, Van der Meeren P, Carelli AA.  

Trabajo presentado como Póster y Trabajo completo en el  

V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos (CICYTAC 2014). 

Noviembre 2014, Córdoba, Argentina. 

 

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined 

evaporated milk emulsions”. Kasinos, M; Goñi, ML; Sabatino, P; Van der Meeren, P.  

Póster presentado en 8th NIZO Dairy Conference, “Functional Enzymes for Dairy 

Applications”. Septiembre de 2013, Papendal, Países Bajos.  
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7. EVALUACIÓN DE LAS PROPIEDADES 

DE LAS LECITINAS MODIFICADAS 

 

 

 

En los capítulos previos se describió el estudio de la modificación enzimática de lecitina 

cruda de girasol, detallando la caracterización de los productos obtenidos con distintos 

grados de hidrólisis.  

En este capítulo se discutirá el estudio de una aplicación específica de la lecitina, para 

evaluar su desempeño en la estabilidad térmica de emulsiones lácteas sometidas a 

tratamiento térmico intenso y determinar si la modificación enzimática produce una mejora 

en dicha propiedad. 

 

 

7.1. INTRODUCCIÓN 

 

Las propiedades de las lecitinas como agentes emulsionantes, como así 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 físico-químico de una emulsión 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 más complejos. Además, el 

contenido de sales y/o el pH presentan una variación 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 estabilización térmica de emulsiones que contienen proteínas 

(como emulsiones lácteas que contienen caseínas y proteínas del suero), debido a indicios 

de que este tipo de lecitinas modificadas (lisolecitinas) son más efectivas que las lecitinas 

nativas (Dickinson & Yamamoto, 1996; McCrae, 1999; Sünder y col., 2001; Van der Meeren y 

col., 2005; Tran Le y col., 2007). Sin embargo, no hay información disponible sobre la eficacia 

de la lecitina hidrolizada en función del grado de hidrólisis. 

Desde el punto de vista físico-químico, la leche es considerada una emulsión natural de 

aceite en agua (o/w), en la que las gotas de grasa están dispersas en una fase continua 

acuosa. El Código Alimentario Argentino (CAA, 2010) define como “Leche Reconstituida” al 

producto fluido y homogéneo obtenido por incorporación de agua potable a leche en polvo 

entera, parcialmente descremada o descremada, mediante un procedimiento 

tecnológicamente 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 



Capítulo 7                                                           Evaluación de las Propiedades de las Lecitinas Modificadas 

- 219 - 
 

como el producto resultante de combinar grasa láctea y sólidos no grasos de leche, con o sin 

el agregado de agua, para alcanzar la composición 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 concentración apropiada de 

sólidos en la leche. Además, 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 

adición de aceite vegetal comestible. En todos los casos el producto obtenido es una 

emulsión (o/w). 

Como se ha explicado anteriormente (capítulo 2), mientras que en la leche cruda la interfase 

de los glóbulos de grasa está cubierta por una membrana denominada membrana del 

glóbulo graso (MFGM, del inglés: milk fat globule membrane), en la leche homogeneizada y 

reconstituida la interfase está cubierta principalmente por las proteínas de la leche, es decir, 

micelas de caseína y proteínas del suero.  

Para obtener un producto microbiológicamente estable, en el procesamiento de lácteos y 

sus derivados se aplica un tratamiento térmico intenso. Una gran cantidad de estudios han 

demostrado que cuando se aplica un calentamiento, la configuración dimérica de la -

lactoglobulina -la principal proteína globular de la fracción del suero- se disocia y se vuelve 

monomérica. Además, tienen lugar reacomodamientos estructurales que dejan más 

expuestos sus residuos hidrofóbicos y grupos tiol, previamente encerrados o inaccesibles en 

la estructura globular; por lo tanto, pueden participar de la formación de agregados a través 

de reacciones de intercambio tiol-disulfuro con -caseína y otras proteínas 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 

desnaturalización de las proteínas del suero y la formación de complejos entre estas 

proteínas desnaturalizadas, micelas de caseína y gotas de grasa, dando lugar a un fenómeno 

conocido como “coagulación 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 fosfolípidos, 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. Según se ha reportado, los fosfolípidos 

pueden actuar como estabilizantes, creando interacciones repulsivas entre las gotas de la 

emulsión; pero también podrían producir efectos negativos, desestabilizando las emulsiones 

al reducir la capacidad de adsorción de las proteínas en la interfase aceite/agua, sobre todo 

a altas concentraciones de fosfolípidos (Bergenståhl & Alander, 1997; Yamamoto & Araki, 

1997). En consecuencia, se requiere un análisis más profundo de la influencia de los 

fosfolípidos 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 

estabilización térmica que la lecitina nativa, al ser agregada a emulsiones o/w, debido a la 

mayor hidrofilicidad otorgada a la primera por los lisofosfolípidos. Además, Tran Le y col. 

(2007) han demostrado que la lecitina de soja hidrolizada reduce significativamente las 
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interacciones inducidas térmicamente entre proteínas del suero y caseína, mientras que el 

efecto de la lecitina nativa es casi despreciable. Como ya se explicó (capítulo 2) estas 

interacciones entre proteínas producen la formación de flóculos, lo que conduce a la 

inestabilidad de la emulsión y produce la posterior coagulación térmica, por lo que deben 

evitarse. 

De manera similar, el análisis del tamaño de partícula realizado por Cabezas y col. (2011) y 

Sünder y col. (2001), así como la evaluación de la estabilidad térmica llevada a cabo por 

McCrae (1999) evidenciaron que las lecitinas hidrolizadas son más efectivas. Por su parte, 

Jost y col. (1989) han mencionado que la incorporación de lecitina hidrolizada antes o 

durante la emulsificación reduce la fuerza de una emulsión tipo gel “heat-set” de proteínas 

del suero.  

Teniendo en cuenta estas investigaciones previas, y la diversidad de resultados reportados 

en la literatura, en esta tesis se decidió evaluar el efecto del agregado de lecitina nativa y 

modificada por hidrólisis, en la estabilidad térmica de este tipo de emulsiones complejas.  

Además, se decidió incorporar el estudio de la influencia del grado de hidrólisis en dicho 

comportamiento, motivado por la falta de información sobre el tema en la literatura. 

Para ello se han seleccionado sistemas de emulsiones lácteas, cuya estabilidad depende 

principalmente del estado y comportamiento de las proteínas presentes. 

Como emulsión modelo para evaluar los efectos de la lecitina nativa y modificada en la 

prevención de la coagulación térmica de las proteínas lácteas y su efecto en la estabilidad, se 

eligieron dos tipos de sistemas: 
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Sistema A: Una emulsión de leche concentrada reconstituida a partir de leche en polvo 

descremada y aceite vegetal.  

Sistema B: Una suspensión de proteínas de suero lácteo en agua (WPI, Whey Protein 

Isolate), sin contenido graso. 

Para evaluar la estabilidad térmica de los dos sistemas estudiados se seleccionaron los 

parámetros más ampliamente utilizados, según lo reportado en bibliografía. Como ya se 

explicó en el capítulo 2, en el caso específico de los sistemas analizados, las proteínas 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 está íntimamente 

ligada al tamaño de partícula, la reología, y el contenido y comportamiento de las proteínas. 

A continuación se listan los parámetros analizados para evaluar la influencia de las lecitinas 

nativa y modificada en la estabilidad térmica, según el sistema analizado: 

Sistema A: 

- Medición de la distribución de tamaño de partícula de las emulsiones 

- Medición de viscosidad de las emulsiones 

Sistema B: 

- Contenido de proteína residual en las suspensiones 

- Ensayos de reología oscilatorios 

Los materiales utilizados en la formulación de los dos sistemas y la metodología 

experimental se describen a continuación, en la sección 7.2. 
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7.2. MATERIALES 

 

7.2.1. LECITINA CRUDA DE GIRASOL 

Para los estudios presentados en este capítulo se utilizaron lecitina cruda de girasol nativa e 

hidrolizada con distintos tiempos de reacción (th), entre 10 y 60 min. 

Las características de la lecitina nativa fueron descriptas en el capítulo 3 (sección 3.1.1). 

La hidrólisis de la lecitina cruda fue llevada a cabo en las condiciones descriptas en el 

capítulo 6, y las características de la enzima utilizada se detallaron en el capítulo 3     (sección 

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, Países Bajos). Según el proveedor, el contenido de esta leche es de 

37,3% (m/m) proteínas, 0,5% (m/m) grasa y 0,15% (m/m) fosfolípidos.  

 

7.2.3. PROTEÍNAS DE SUERO LÁCTEO (WPI) 

El aislado de proteínas de suero lácteo (WPI) fue suministrado por Davisco Foods 

International, Inc. (BiPro®, Le Sueur, MN, Estados Unidos). Según información suministrada 

por el proveedor, este aislado contenía un 92,6% (m/m) de proteínas totales (determinado 

por análisis Kjeldahl), de las cuales el 85% (m/m) eran -lactoglobulina (determinado por 

análisis por electroforesis en gel de poliacrilamida – PAGE). Además, el WPI contenía 1,6% 
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(m/m) de cenizas (determinado por calcinación 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 últimos datos 

también fueron suministrados por el proveedor.  

 

7.2.4. ACEITE DE GIRASOL 

El aceite de girasol alto oleico utilizado en la preparación del sistema A fue de Hozol, 

Contined (Bennekom, Países Bajos). Según datos suministrados por el proveedor, presenta 

un máximo de 0,05% (m/m) de ácidos grasos libres expresado como ácido oleico. Su bajo 

punto de fusión permite que permanezca claro durante su almacenamiento a 4 °C.  

 

7.2.5. BUFFER DE CA-IMIDAZOL 

Se seleccionó este buffer para la preparación de las emulsiones modelo de proteína de suero 

lácteo 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 CaCl2.H2O, 30 mM 

NaCl y 1,5 mM NaN3, fue preparado de acuerdo a Anema (1997). Se ajustó su pH a 6,55 con 

una solución 1 M de HCl. Todos los reactivos utilizados eran de grado analítico. 
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7.3. METODOLOGÍA PARA EL ESTUDIO DEL SISTEMA A 

 

7.3.1. PREPARACIÓN 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 hidrólisis (ver Tabla 7.2), en concentraciones desde 0,0 

a 0,3% (m/m). Como base para las emulsiones de leche reconstituida se utilizó una solución 

acuosa de 0,02% (m/v) de NaN3 (Acros Organics, Geel, Bélgica) con el fin de prevenir una 

posible contaminación microbiana.  

En primer lugar, se adicionó la cantidad de lecitina correspondiente a la solución acuosa de 

NaN3 mencionada, y a continuación, la suspensión de lecitina en agua se sometió a agitación 

magnética durante toda la noche (12 h) hasta obtener una dispersión completamente 

homogénea. Luego se agregó la leche en polvo, se agitó manualmente y por último se 

agregó el aceite de girasol alto oleico, agitando nuevamente la emulsión de forma manual.  

Previo a la homogeneización, las emulsiones fueron pre-homogeneizadas durante 

aproximadamente 1 min utilizando un equipo IKA Ultra-Turrax TV-45 (Janke&Kunkel, 

Staufen, Alemania). Finalmente se siguió con la etapa de homogeneización 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 presión de aire 

comprimido de 4 bar correspondiente a una presión de líquido de 560 bar. Luego de la 

microfluidización, 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 TÉRMICO 

Antes del tratamiento térmico, se transfirió un volumen de 10 mL de cada emulsión 

preparada con diferente concentración 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 

evaporación. Las muestras fueron colocadas en un baño 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 rápidamente con agua fría.  

 

7.3.3. MEDICIONES DE VISCOSIDAD 

Para medir la viscosidad de las muestras antes y después del tratamiento térmico, se utilizó 

un viscosímetro programable LV-DV-II+ (Brookfield, Stoughton, MA, Estados Unidos) a 

velocidades entre 0 y 200 rpm, correspondientes a velocidades de deformación de 186 y  

76 s-1 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 utilizó para medir la viscosidad de las muestras que conservaron su 

estructura líquida, mientras que el spindle 34 (inmerso directamente en los viales) se utilizó 

para medir la viscosidad de las muestras que tenían estructura de tipo gel.  

Los datos experimentales obtenidos se ajustaron utilizando una relación tipo ley de 

potencia:  

                                                               (7.1) 
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Como la viscosidad aparente (µ) se obtiene como la relación entre el esfuerzo de corte     

(en Pa) y la velocidad de deformación    (en s-1), la ecuación de ley de la potencia puede 

reescribirse como: 

       -                                                                  (7.2) 

en donde   representa el índice de consistencia y n representa el índice de comportamiento 

de flujo.  

 

7.3.4. DISTRIBUCIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULA 

La distribución de tamaño de partícula de las muestras de leche reconstituida concentrada 

se determinó utilizando un Mastersizer S longbed (versión 2.15, Malvern Instruments Ltd., 

Malvern, Reino Unido) equipado con una lente 300RF y una unidad de dispersión de muestra 

húmeda MSX-17. Para el cálculo de los resultados y la determinación de la distribución de 

tamaño de partícula se seleccionó el modelo polidisperso en el software del equipo, con un 

índice de refracción de 1,33 para la fase continua y de 1,46 para la fase dispersa 

(correspondientes a los índices de refracción del agua y el aceite, respectivamente). 
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7.4. METODOLOGÍA PARA EL ESTUDIO DEL SISTEMA B 

 

7.4.1. CONTENIDO DE PROTEÍNA RESIDUAL  

Para el análisis del contenido de proteína residual se utilizó lecitina nativa e hidrolizada con 

tiempos de reacción de 10-60 min (Tabla 7.2). Se mezcló 1 mL de solución 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 

baño de agua a 80 °C y finalmente enfriadas a temperatura ambiente con agua. Todas las 

muestras calentadas fueron centrifugadas por 20 min a 2900 × g utilizando una 

microcentrífuga 15P (Sigma Laborzentrifugen, Osterodeam Harz, Alemania). Los ensayos 

fueron realizados por duplicado. 

El contenido de proteína residual en el sobrenadante se determinó en base al método 

colorimétrico de Schacterle & Pollac (1973), utilizando un espectrofotómetro Ultrospec® 

1000 UV (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) a una longitud de onda de 650 nm.  

Se calculó el porcentaje de proteína residual (     ) en relación a la cantidad de proteína 

que permanece en el sobrenadante en la muestra control (sin calentar): 

 

    
                

                 
                                                (7.3) 

Donde                  es la concentración de proteína determinada para cada ensayo, 

en mg/mL, y                   es la concentración de proteína en el sobrenadante para 

la muestra control, sin calentar y sin el agregado de lecitina. 
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7.4.2. ENSAYOS DE REOLOGÍA OSCILATORIOS 

Para los ensayos de reología oscilatorios se utilizó lecitina nativa y como muestra de lecitina 

modificada se eligió la que presentaba el mayor contenido de LPLs (th = 20 min, ver         

Tabla 7.2) que como se verá luego fue la que mostró mejores resultados en los ensayos de  

contenido de proteína residual. 

Se utilizó en todos los experimentos un reómetro AR2000 (TA Instruments, Zellik, Bélgica) 

equipado con un sistema de medición de cilindro cónico concéntrico de 28 mm. Se colocó 

suavemente en la copa un volumen de 20 mL de una mezcla equivolumétrica de WPI     

(5,5% m/v) y solución de lecitina nativa o hidrolizada (2% m/v) en buffer de Ca-imidazol, 

cubriéndola con film de aluminio para prevenir la evaporación 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 máxima deformación de 0,002. 

 

7.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.5.1. EFECTO DE LA LECITINA DE GIRASOL SIN MODIFICAR EN LA ESTABILIDAD TÉRMICA DE LAS 

EMULSIONES 

Se investigó el impacto de la lecitina en la coagulación 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 expresión derivada de la ley de la potencia descripta en la metodología (Ec. 7.2). En la 

Tabla 7.1 se muestran los valores obtenidos en el ajuste para los índices de consistencia (), 

y de comportamiento de flujo (n), junto con el valor de R2. 

Puede verse que el comportamiento de flujo de la emulsión original (sin calentar), fue 

cercano al de un fluido newtoniano (n = 0,827), mientras que las muestras sometidas a 

tratamiento térmico mostraron un comportamiento pseudoplástico más marcado a medida 

que la intensidad del tratamiento aumentaba, como consecuencia de la coagulación térmica, 

llegando a un valor de n = 0,6 para la muestra sin agregado de lecitina con un tiempo de 

calentamiento (tc) de 25 min. 

Por su parte, el índice 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. Índices de consistencia (en mPa.sn) 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 (tc) de 0-25 min. 

tc 

(min) 

 Lecitina Cruda de Girasol (%) 

 0,0 0,1 0,2 0,3 

0 

 11 - - - 

n 0,827 - - - 

R2 0,9802 - - - 

10 

 28 24 22 21 

n 0,716 0,767 0,737 0,692 

R2 0,9820 0,9858 0,9821 0,9890 

15 

 49 29 21 18 

n 0,714 0,762 0,810 0,790 

R2 0,9801 0,9991 0,9817 0,9883 

20 

 164  41 37 19 

n 0,686 0,767 0,760 0,768 

R2 0,9968 0,9876 0,988 0,9902 

25 

 1092 267 56 31 

n 0,600 0,628 0,769 0,762 

R2 0,9940 0,9998 0,9898 0,9872 
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En la Figura 7.1 se muestra la evolución del índice 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 índice 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 (tc = 0). 

 

 

 

Figura 7.1. Índices de consistencia ( ) calculados para la emulsión sin lecitina (A) y con el 
agregado de 0,3% de lecitina (B), en función del tiempo de calentamiento (tc). 

 

 

La Figura 7.2 muestra el diámetro medio de partícula obtenido para las emulsiones con y sin 

agregado de lecitina, antes y después del tratamiento térmico (D4,3 – ver capítulo 2, Ec. 2.7). 
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Los valores presentados son el promedio de cuatro determinaciones del D4,3. Puede 

observarse que el tamaño de partícula 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 (tc = 0 min). Esto fue verificado mediante un 

método de comparación de medias (test de Student).  

 

 

 

Figura 7.2. Diámetro promedio de partícula (D4,3) de las emulsiones con lecitina nativa según 
la intensidad del tratamiento térmico. Las barras verticales corresponden a la 
desviación estándar (n = 4). 

 

 

Por el contrario, la muestra sin el agregado de lecitina (0%) muestra un incremento notable 

en el diámetro medio de partícula. Para estas muestras, en ausencia de fosfolípidos, se 

obtuvo un producto final con características de gel o de sólido luego del tratamiento a  
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121 °C por 25 min, lo cual es indicativo de coagulación térmica. En tales casos, se evidenció 

la formación de grumos en los viales. 

En términos generales, la lecitina de girasol fue efectiva en reducir tanto el incremento de la 

viscosidad como del tamaño promedio de partícula 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 adición de 0,3% de lecitina de 

girasol nativa permitió obtener muestras con índices de consistencia similares a las de la 

emulsión no calentada.  

Los resultados demostraron que en las emulsiones sin agregado de lecitina, el tratamiento 

térmico produce un aumento tanto en el tamaño de partícula como en la viscosidad de la 

emulsión, observándose para tiempos prolongados (20 y 25 min) la aparición de grumos y la 

formación de un gel de consistencia semi-sólida.  

Por su parte, las muestras con agregado de lecitina presentaron valores inferiores de 

viscosidad aparente y tamaño de partícula, observándose un mayor efecto al aumentar la 

concentración de lecitina agregada. El aspecto de estas muestras era más fluido y 

homogéneo. Las muestras con 0,3% de lecitina mantuvieron su textura fluida incluso luego 

de los tratamientos más prolongados.  

Estos resultados concuerdan con las observaciones de Hardy y col. (1985), quienes 

reportaron que la adición de 0,2% (m/m) de lecitina tenía un efecto estabilizante en las 

emulsiones de leche concentrada homogeneizada, incrementando el tiempo de coagulación 

en aproximadamente 30 min, luego de calentar a 120 °C.  
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Las curvas de la distribución diferencial de tamaño de partícula que se muestran en la  

Figura 7.3 confirman los resultados antes discutidos. El efecto de los fosfolípidos fue 

claramente demostrado por el hecho de que la formación de partículas mayores a 1 µm era 

muy limitada a medida que se incorporaba una cantidad mayor de lecitina. En esta figura, 

puede verse claramente que el inicio de la agregación tuvo lugar durante el calentamiento 

por 10 min, puesto que se observa un pequeño pico en el rango de 1-5 µm debido a la 

formación de agregados de gotas de la emulsión.  

 

 

 

Figura 7.3. Distribución diferencial de tamaño de partícula para emulsiones con agregado de 
lecitina sin modificar() 0,0%, () 0,1%, () 0,2% y () 0,3% (m/m), a distintos 
tiempos de calentamiento, comparadas con la muestra control, sin agregado de 
lecitina y sin calentar (). 
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El diámetro promedio ponderado por el volumen (D4,3) se incrementó notablemente de 0,34 

(para la muestra no calentada) a 0,47; 0,95; 2,29; y 7,39 µm 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 drásticamente a 0,36; 0,40; 0,48 y 0,52 µm, indicando 

que las emulsiones eran más resistentes a la coagulación inducida térmicamente. 

Estas observaciones concuerdan con el incremento en la estabilidad térmica de una 

formulación modelo de alimento infantil en presencia de lecitina, observado por McSweeney 

y col. (2008). Estos autores hallaron que no se produce ningún 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 contenían 5 g/L de lecitina 

eran más estables y sólo se producía la coagulación luego de los 25 min. Los autores 

atribuyen este incremento de la estabilidad térmica en presencia de lecitina a la formación 

de complejos proteína-fosfolípido. De manera similar, Cruijsen (1996) observó que la adición 

de lecitina cruda de soja a emulsiones estabilizadas por caseína era beneficiosa desde el 

punto de vista de la estabilidad térmica cuando se agregaba antes de la homogeneización: el 

tiempo de coagulación térmica se incrementaba de 15 a 65 min (a 120 °C). 

 

7.5.2. IMPACTO DE LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DE LECITINA DE GIRASOL EN LA ESTABILIDAD 

TÉRMICA Y EFECTO DEL GRADO DE HIDRÓLISIS 

Para evaluar el efecto del grado de hidrólisis de los fosfolípidos en la lecitina modificada se 

utilizaron muestras con tiempos de reacción (th) entre 0-60 min. Las condiciones de reacción 

fueron las descriptas en el capítulo 6. La composición en PLs y LPLs de las muestras utilizadas 

fue analizada mediante la técnica desarrollada de espectrometría de resonancia magnética 
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nuclear de fósforo (31P NMR), descripta en el capítulo 5. Como ya se discutió en el capítulo 6, 

el contenido de fosfolípidos cambia drásticamente luego de la hidrólisis. En la Tabla 7.2 se 

detalla la composición de las muestras utilizadas en este estudio. Se seleccionaron muestras 

sometidas a hidrólisis durante 10 a 60 min que, como se ha visto, corresponden a los 

mayores valores de lisofosfolípidos. Como se ha detallado en el capítulo 6, el análisis 

estadístico comprobó que las diferencias observadas en la composición de PLs y LPLs para 

estas muestras resultaron significativas. En la Tabla 6.6 (capítulo 6, sección 6.5) puede verse 

el detalle del tipo de PLs y LPLs presentes en estas muestras. 

 

 

Tabla 7.2. Contenido de fosfolípidos y lisofosfolípidos en la lecitina cruda nativa (th = 0) y 
modificada mediante hidrólisis enzimática. 

 
Composición de las distintas muestras de lecitina 
nativa y modificada según el grado de hidrólisis 

th (min) %HPL Fosfolípidos* Lisofosfolípidos* 

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 variación < 3% 
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Un aspecto interesante para destacar es que el contenido de lisofosfolípidos no se 

incrementó de manera continua a lo largo de la reacción de hidrólisis, sino que alcanzó una 

concentración óptima (máxima) a los 20 min y luego comenzó a disminuir gradualmente. 

Como ya se explicó en el capítulo 6 esta disminución de LPLs puede deberse a la migración 

del ácido graso remanente en la posición sn-2 a la posición sn-1 y la posterior hidrólisis para 

dar el correspondiente glicerofosfolípido, sin propiedades emulsionantes. 

 

7.5.2.1. SISTEMA A: EMULSIONES DE LECHE CONCENTRADA RECONSTITUIDA 

Para el estudio de la influencia de la hidrólisis enzimática en la estabilidad térmica de las 

emulsiones de leche concentrada reconstituida, se eligió una concentración 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 comparación con los 

experimentos previos, se aumentó de 25 a 35 min debido a que a con calentamientos de 

menor duración la lecitina de girasol nativa tenía un efecto estabilizante tan pronunciado 

que casi no podía 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 hidrólisis enzimática 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 fosfolípidos, el coeficiente de 

consistencia fue de 1771 mPa.sn, mientras que con la adición de 0,3% de lecitina nativa 

disminuyó a 1099 mPa.sn. 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.sn, para un tiempo de 

hidrólisis enzimática de 10, 20, 30, 40 y 60 min, respectivamente. 

  

Figura 7.4. Viscosidad de las emulsiones luego del tratamiento térmico (T=121 °C, 35 min) en 
función de la velocidad de deformación, para muestras sin emulsionante, y con el 
agregado de lecitina cruda nativa, y modificada con distintos tiempos de 
hidrólisis (th); comparadas con la muestra control, sin agregado de lecitina y sin 
calentar. 

 

 

La Figura 7.5 muestra las curvas de distribución de tamaño de partícula en volumen. Es 

evidente que en el tratamiento térmico durante 35 min y en ausencia de lecitina, se produjo 

un significativo aumento del tamaño de partícula promedio, debido a agregación. Este 

fenómeno podría atribuirse a la desnaturalización de las proteínas del suero y la formación 

de complejos entre estas proteínas, micelas de caseína y gotas de grasa (Oldfield y col., 

2000; Singh, 2004). La incorporación de lecitina nativa de girasol desplazó la distribución de 
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tamaño de partícula hacia valores algo menores, lo cual es un indicativo de una emulsión 

más resistente térmicamente que aquella sin agregado de lecitina aunque el efecto no es tan 

destacado como cuando se agregan las lecitinas hidrolizadas. La adición de 0,3% de lecitina 

hidrolizada durante 10, 30, 40 y 60 min tuvo un efecto estabilizante muy pronunciado en 

comparación con la emulsión sin lecitina. Sin embargo, el agregado de lecitina hidrolizada 

durante 20 min condujo a emulsiones con coagulación limitada, incluso luego del 

calentamiento en estas condiciones severas, siendo esta formulación la más efectiva.  

 

 

 

Figura 7.5. Distribución de tamaño de partícula acumulado para emulsiones de leche 
concentrada reconstituida con y sin agregado de lecitina cruda nativa e 
hidrolizada a distintos tiempos de reacción (th). 
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En línea con experimentos de Kasinos y col. (2013), las propiedades de estabilización térmica 

de las lecitinas se consideran resultantes de su interacción con proteínas del suero, por lo 

cual los lisofosfolípidos aparentemente son más efectivos que los dialquil-fosfolípidos en 

prevenir interacciones entre proteínas. Por otra parte, se observó un incremento gradual del 

tamaño de partícula cuando se adicionó lecitina hidrolizada por 40 y 60 min.  

El diámetro promedio ponderado en volumen D4,3 de la muestra de referencia (no 

calentada) fue de 0,36 ± 0,01 µm, elevándose a 76,3 ± 13,4 µm luego de 35 min de 

calentamiento. El agregado de lecitina nativa de girasol produjo emulsiones caracterizadas 

por un D4,3 de 31,4 ± 0,81 µm, mientras que el agregado de lecitina hidrolizada pudo 

disminuir el diámetro promedio a 2,31 ± 0,01; 0,88 ± 0,04; 1,32 ± 0,05; 2,77 ± 0,21 y  

16,3 ± 0,16 µm para tiempos de hidrólisis de 10, 20, 30, 40 y 60 min, respectivamente.  

Por último, es muy importante tener en cuenta el orden en que se agregan los ingredientes a 

la emulsión. Debido a que la influencia de la lecitina en la estabilidad térmica de este tipo de 

emulsiones está relacionada a los complejos que forman los PLs y LPLs con las proteínas en 

la interfase, el agregado de lecitina debe realizarse previo a la homogeneización (Cruijsen, 

1996; Dickinson & Yamamoto, 1996; Borwankar & Case, 1997). 

 

7.5.2.2. SISTEMA B: SUSPENSIÓN DE PROTEÍNA DE SUERO LÁCTEO 

Para explicar en más detalle el efecto del grado de hidrólisis en la estabilidad térmica de 

emulsiones que contienen proteínas del suero, se realizó una serie de experimentos usando 

mezclas de WPI con lecitina modificada enzimáticamente con distintos grados de hidrólisis. 

Las mezclas se prepararon en buffer de imidazol y luego se calentaron durante 1 o 2 min a 
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80ºC, enfriándose después rápidamente usando agua corriente. Luego de centrifugar por  

20 min a 2900 × g, se determinó el contenido de proteína residual de la fase suero. La  

Figura 7.6 muestra la recuperación de proteínas en la fase suero como porcentaje (m/m) del 

contenido de proteína 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 utilizó el 

test de Student (t-test) como método de comparación de medias, y las diferencias se 

consideraron significativas para valores de P < 0,05. 

 

 

 

Figura 7.6. Contenido de proteína residual (   ) en soluciones de proteína de suero lácteo 
(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 desviación estándar (n = 4). 
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Como puede observarse, el tratamiento térmico reduce en todos los casos la recuperación 

de WPI en la fase suero, especialmente después de 2 min de incubación a 80 °C. La mayor 

reducción se observa para las muestras sin agregado de lecitina (70 y 40% para 1 y 2 min de 

incubación, respectivamente).  

El análisis estadístico reveló que las diferencias correspondientes a th = 40-60 min no fueron 

significativas, tanto para las muestras con tc = 1 min o como para tc = 2 min. El resto de las 

diferencias observadas sí resultaron significativas. 

Todas las muestras con agregado de lecitina hidrolizada presentaron valores más altos de 

recuperación que las muestras sin lecitina o con lecitina nativa. Con respecto a la influencia 

del grado de hidrólisis, se observa un comportamiento óptimo para el sistema con 1% de 

lecitina hidrolizada durante 20 min, que conservó casi el 100% de la WPI en la fase suero 

luego de 1 min de incubación. Para tiempos de hidrólisis mayores (30-60 min), el efecto es 

positivo, aunque menos marcado.  

Estas observaciones proporcionan una verificación adicional de que la lecitina hidrolizada 

constituye una valiosa herramienta para mejorar la estabilidad térmica de mezclas de 

proteínas del suero y, lo que es más importante, deja claro que el grado de hidrólisis 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 agregación era menos pronunciada en presencia de 

distintos surfactantes, incluyendo lecitina de soja hidrolizada, atribuyéndolo a la formación 

de complejos de proteínas de suero y fosfolípidos.  
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En la Figura 7.7 se muestra una fotografía 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 cómo cambia la fluidez de las muestras según el 

tiempo de calentamiento y el tipo de emulsionante agregado. La muestra sin calentar (tc = 0) 

puede verse transparente y fluida sin presencia de precipitados. Las muestras con lecitina 

modificada que pueden verse en la fotografía (C), corresponden a lecitina hidrolizada por  

20 min. 

 

 

 

Figura 7.7. Muestras de suspensión de proteína de suero lácteo sin calentar (tc = 0), y 
sometidas a calentamiento (tc = 1 y 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 formación de gel para t = 2 min. Las 

muestras con lecitina agregada fueron más fluidas, sobre todo las muestras con lecitina 

hidrolizada (C), lo cual es otro indicativo de la estabilidad al tratamiento térmico.  

Finalmente, con el propósito de mostrar la diferente efectividad entre la lecitina nativa e 

hidrolizada en la estabilidad térmica de soluciones de WPI, se realizaron ensayos de reología 

oscilatorios. Este tipo de ensayos han sido utilizados previamente por otros autores para 

investigar el efecto de surfactantes en la gelificación inducida térmicamente de proteína 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 (   ) puede definirse como: 

     
 

                                                                     (7.4) 

Donde    es el módulo complejo, que incluye las componentes elástica y viscosa de la 

emulsión o gel, y   es la frecuencia de deformación.  

La Figura 7.8 muestra los cambios en las propiedades reológicas de una solución de WPI al 

2,75% en presencia de 1% de lecitina de girasol nativa o hidrolizada (th = 20 min, %HPL = 76). 

Las curvas de gelificación muestran que la lecitina hidrolizada redujo significativamente el 

módulo complejo G*, tanto en el período de calentamiento como en el de enfriamiento, lo 

que significa una reducción en la viscosidad compleja. 
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Figura 7.8. Módulo complejo G* para soluciones de proteína de suero lácteo (WPI) con y sin 
el agregado de lecitina cruda nativa e hidrolizada (th = 20 min). 

 

 

De manera similar, Tran Le y col. (2007) describen que la lecitina hidrolizada es muy efectiva 

en reducir el diámetro promedio de mezclas de micelas de caseína y proteínas del suero 

luego de 15 min de calentamiento a 80 °C. Además, a partir de la Figura 7.8 también es 

evidente que la lecitina nativa redujo la fuerza del gel de WPI, postulándose que las 

soluciones de proteína del suero son más resistentes a la coagulación 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 proteínas del suero están 

ampliamente influenciadas por el tipo de lecitina utilizada. Kristensen y col. (1997) y de 

manera similar Kasinos y col. (2013) concluyeron que la interacción entre fosfolípidos y -
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lactoglobulina es dependiente de la hidrofilicidad de los primeros, y por lo tanto del tipo de 

grupo polar “cabeza” del fosfolípido, así como del grado de saturación de sus ácidos grasos. 

En este caso la lecitina hidrolizada presenta un alto contenido de LPLs, lo que le otorga un 

carácter hidrofílico 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 coagulación en los sistemas estudiados, lo cual 

puede atribuirse a la formación de complejos entre proteínas del suero y fosfolípidos            

(o lisofosfolípidos).  

En primer lugar, la incorporación de lecitina de girasol nativa a emulsiones de leche 

concentrada reconstituida sometidas a calentamiento a 121 °C durante 25 min, demostró 

una notable reducción en la tendencia a la coagulación, con un efecto proporcional a la 

concentración añadida. Las mediciones de tamaño de partícula revelaron que la adición de la 

máxima concentración de lecitina (0,3% m/m) resultó en emulsiones con características de 

tamaño 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 última mostró ser más efectiva en mejorar la estabilidad térmica de 

emulsiones de leche concentrada reconstituida y soluciones de WPI, lo cual podría explicarse 

a partir de su mayor contenido de lisofosfolípidos.  

Además, la hidrólisis enzimática de lecitina nativa de girasol con PLA1 durante diferentes 

intervalos de tiempo mostró que el grado de hidrólisis puede jugar un papel decisivo en la 

estabilidad térmica de emulsiones y soluciones con proteínas de suero. Se encontró un 

tiempo óptimo de hidrólisis de 20 min, por encima del cual el efecto positivo de la lecitina 

hidrolizada se reducía. Este tiempo de hidrólisis corresponde a la muestra con mayor 

contenido de LPLs, por lo que esto parece jugar un papel determinante en los fenómenos de 

agregación inducida térmicamente. Dado que se observó una dependencia de la estabilidad 
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térmica experimental con respecto al contenido de lisofosfolípidos en las lecitinas 

modificadas, el efecto benéfico de la hidrólisis enzimática a tiempos cortos se explicó como 

resultado de la mayor hidrofilicidad de los monoalquil-fosfolípidos (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. DIFUSIÓN DE RESULTADOS 

 
7.7.1. PUBLICACIONES EN REVISTAS CIENTÍFICAS: 

“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined 

concentrated milk emulsions”. Kasinos, M; Goñi, M. L; Nguyen, M. T;  Sabatino, P; Martins, J. 

C; Dewettinck, K;  Van der Meeren, P.  

Artículo 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”. Goñi, M. L; Kasinos, M; Van der Meeren, P; Carelli, A.  

Póster y Trabajo Extendido presentado en la “III Reunión Interdisciplinaria de 

Tecnología y Procesos Químicos - RITeQ 2014”. Los Cocos, Córdoba, Argentina. 2014.  

 
“Effect of hydrolyzed sunflower lecithin on the heat-induced coagulation of recombined 

evaporated milk emulsions”. Kasinos, M; Goñi, M. L; Sabatino, P; Van der Meeren, P.  

Poster presentado en 8th NIZO Dairy Conference, “Functional Enzymes for Dairy 

Applications”.Papendal, Países 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 hidrólisis enzimática de lecitina cruda de 

girasol, utilizando un preparado enzimático (Lecitase® Ultra), con actividad PLA1. Este 

estudio comprendió la determinación experimental de las condiciones óptimas de reacción; 

la caracterización de la materia prima y los productos obtenidos a distintos tiempos de 

hidrólisis mediante la implementación de diferentes métodos analíticos, incluyendo el 

desarrollo de una técnica de 31P-NMR; y la evaluación de las propiedades surfactantes de 

dichos productos en la estabilización de emulsiones lácteas sometidas a tratamiento 

térmico, relacionando los resultados con la composición de las muestras. 

 

Se encontró que las condiciones óptimas de reacción para la hidrólisis 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 hidrólisis enzimática representa una ventaja, ya 

que se evitan medidas adicionales de seguridad y etapas posteriores de separación del 

solvente para obtener productos aptos para su uso como aditivos alimentarios; factores que 

incrementan los costos de producción 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 analíticas confiables que permitan la identificación de todas 

las especies presentes. Los lípidos neutros y ácidos grasos fueron determinados 

satisfactoriamente mediante técnicas cromatográficas (CGC-FID). Por otra parte, debido a las 

limitaciones de la metodología disponible de HPLC-UV para el análisis de PLs y LPLs en el tipo 

de muestras estudiado en esta tesis, se desarrolló una técnica analítica mediante 

espectroscopía de resonancia magnética nuclear de fósforo (31P-NMR). La técnica 

desarrollada demostró ser adecuada para la determinación de PLs y LPLs e incluso presentó 

la ventaja de identificar y cuantificar GPLs, permitiendo el seguimiento de la hidrólisis de 

LPLs que son los principales compuestos de interés en las lecitinas modificadas. Esta 

metodología presenta una serie de ventajas adicionales ya que es un método no destructivo 

que además no requiere la separación, purificación o derivatización previa de los analitos; y 

utiliza un único estándar para la cuantificación de todas las especies, sin la necesidad de 

realizar curvas de calibración. 

 

La hidrólisis del ácido linoleico (poliinsaturado, normalmente en cantidad mayoritaria en la 

posición 2 de la molécula); el aumento observado en la concentración de 1-monoglicéridos y 
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1,3- diglicéridos; y la hidrólisis de lisofosfolípidos corroborada por la aparición de 

glicerofosfolípidos en el medio de reacción,  sugieren la ocurrencia de la acil-migración. Esta 

hipótesis también es avalada por lo reportado en bibliografía para medios de reacción con 

alto contenido de agua.  

 

Además de su actividad como PLA1, los resultados obtenidos evidenciaron una acción lipasa 

de la enzima Lecitase® Ultra, hidrolizando a los lípidos neutros presentes en la lecitina cruda, 

lo que concuerda con lo informado por varios autores en la literatura. Esta hidrólisis fue más 

importante luego de una significativa disminución de los fosfolípidos (%HPL ~ 90) a tiempos 

de reacción mayores a 1 h. Esto concuerda con lo reportado por algunos autores que han 

encontrado que la fosfatidilcolina (fosfolípido mayoritario en la lecitina de girasol) inhibe la 

actividad lipasa de Lecitase® Ultra. 

 

En las condiciones de reacción estudiadas, se observó que la hidrólisis de PLs ocurre casi en 

su totalidad durante la primera hora de reacción, obteniéndose un grado de hidrólisis de 

fosfolípidos de aproximadamente 90%. Dentro de este periodo la concentración de LPLs 

alcanzó un máximo a los 20 min y luego comenzó a disminuir, por hidrólisis a GPLs.  

 

Con respecto a las aplicaciones de las lecitinas modificadas, los experimentos de coagulación 

térmica en emulsiones lácteas revelaron que tanto la lecitina de girasol nativa como 

hidrolizada mejoraron la estabilidad térmica, lo cual puede atribuirse a la formación de 

complejos entre proteínas del suero y fosfolípidos y/o lisofosfolípidos. 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 características reológicas y de estabilidad 

similares a las emulsiones no sometidas a calentamiento. Por otro lado, al incrementar el 

tiempo de calentamiento a 35 min, se observó que la lecitina hidrolizada presentó un mayor 

efecto estabilizante que la lecitina nativa, a igual concentración. Además el mejor resultado 

se obtuvo con la lecitina modificada con mayor contenido de LPLs (20 min de reacción;   

%HPL ~ 75), lo que sugiere una relación directa entre el contenido de estos compuestos y las 

propiedades estabilizantes de la lecitina modificada. 

 

En conclusión, el desarrollo de esta tesis pretende aportar conocimientos que contribuyan al 

aprovechamiento de lecitinas provenientes del proceso de refinación del aceite de girasol, 

utilizando una tecnología limpia como la enzimática. La tecnología propuesta puede 

constituir una alternativa atractiva para revalorizar un subproducto industrial de un sector 

muy importante en Argentina, como es el complejo oleaginoso, combinándose el uso de una 

materia prima no-GMO, con el uso de un proceso limpio, para generar productos con 

múltiples funcionalidades, de gran interés en la industria farmacéutica, cosmética y de 

alimentos.  

 

 

8.2. TRABAJOS FUTUROS 

 

Las muestras obtenidas a diferentes tiempos de hidrólisis presentan diferencias en su 

composición, lo que seguramente otorgará características emulsionantes y dispersantes 

propias a cada una de ellas. Una futura línea de trabajo radica en la aplicación 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 retrogradación del almidón formando 

complejos LPL-amilosa. 

 

También podría considerarse el fraccionamiento posterior de la lecitina modificada, 

obteniendo por un lado la fase de lípidos neutros con un alto contenido de MGs y DGs, y por 

otro lado, la fracción polar con un alto contenido de LPLs. Ambas fracciones presentarán 

características emulsionantes propias para distintas aplicaciones en la industria 

farmacéutica, cosmética y de alimentos.   

 

Se propone también investigar mecanismos que permitan disminuir la reacción de              

acil-migración de manera de optimizar la cantidad de LPLs obtenida, evitando su posterior 

hidrólisis. Esto puede mejorarse efectuando la hidrólisis en medios semisólidos. Esto implica 

trabajar en condiciones de alta concentración de sustrato y enzima en agua y una buena 

agitación. Además, el producto obtenido de esta manera presentaría un bajo contenido de 

agua;  la utilización de este tipo de sistemas a escala industrial puede resultar una alternativa 

más económica que el empleo de sistemas con alto tenor acuoso. Esto es muy importante 

desde el punto de vista tecnológico y económico dado que la eliminación 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 utilización de enzimas 

inmovilizadas. Por lo tanto se propone como trabajo futuro continuar con el estudio de 
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mecanismos de inmovilización que no reduzcan la actividad de la enzima, permitiendo 

además, la implementación de un proceso continuo y con mejor control de las condiciones 

de reacción en planta. 

 

Por otro lado podría encararse un estudio sistemático del mecanismo de reacción de la 

hidrólisis de fosfolípidos con Lecitase® Ultra, así como también de su actividad como lipasa, 

ya que la obtención de monoglicéridos, diglicéridos y ácidos grasos a partir de aceite, si bien 

requiere procesos posteriores de purificación, puede resultar de gran interés debido al alto 

valor de estos productos. 

 

Por último, sería 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 obtención a partir de la hidrólisis total de lecitinas crudas 

podría ser una alternativa muy atractiva desde el punto de vista comercial. 

 


