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Resumen
Titulo: Extraccion, Caracterizacion y Evaluacion de las Propiedades Emulsificantes de
Fosfolipidos Presentes en el Grano de Theobroma cacao L.1*
Autor: Deisy Giraldo Davila**
Palabras claves: Fosfolipido, emulsificante, espectrometria de masas, HPLC..
Descripcion: Los fosfolipidos (PLs) constituyen una amplia familia de compuestos anfifilicos
estructuralmente comprendidos por una molécula de glicerol a la cual se unen dos &cidos grasos y
un grupo fosfato. En esta investigacion, se extrajeron PLs del grano de Theobroma cacao L. usando
extraccion S/L seguida por un fraccionamiento en cromatografia en columna. Se identificaron las
fracciones enriquecidas en PLs por medio de andlisis comparativos de estas con lecitinas
comerciales usando cromatografia de alta eficiencia. Las fracciones obtenidas fueron
caracterizadas usando MS MALDI-TOF para su identificacion y RMN-31P para la cuantificacion
de las diferentes familias de PLs. Los resultados de HPLC-RID y UV-Vis muestran la similitud en
los tiempos de retencion de lecitinas comerciales, de la sub-fraccion F3 y del estdndar de L-a-PC,
esta similitud fue corroborada en los anélisis MALDI-TOF en donde se observaron cationes
radicales y aductos de Na* de diferentes PC y LPC en dichas muestras. Por otro lado, los analisis
RMN-31P permitieron determinar el porcentaje y clases de de PLs contenidos en las lecitinas,
particularmente la F3 contiene las siguientes familias de PLs: PA (12%), PG (13%), Pl (20%),
LPC (26%) y PC (29%). Finalmente, se procedio a la formacion de emulsiones modelo para

determinar las propiedades emulsificantes de los extractos de PLs obtenidos de granos de cacao.

1 *Trabajo de grado.
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica
Director: Marianny Yajaira combariza M., Quimica Ph.D.
Codirector: Cristian Blanco Tirado, Quimico Ph.D.
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Abstract
Title: Extraction, Characterization and Evaluation of the Emulsifying Properties of Phospholipids
Present in the Theobroma cacao L. Bean.'*
Author: Deisy Giraldo Davila**
Keywords: Phospholipid emulsifier, mass spectrometry, HPLC.

Description: Phospholipids (PLs) are natural amphiphilic molecules found in the cell
membranes of animals, plants, and microbial species. These molecules constitute a broad family
with a glycerol-like backbone linked to a hydrophilic head and a lipophilic tail. There is growing
demand for natural ingredients to formulate ‘clean label’ products, particularly in the food and
cosmetics industries. This trend encourages research in alternative sources of surface-active
ingredients such as PLs from cacao beans. In this work, we explore the performance of PLs,
isolated from Colombian cacao beans, as surface-active compounds for w/o emulsion formation.
LPC (16:0), LPC (18:1), PE (18:1, 18:0), PC (18:2, 16:0), PC (18:1, 16:0), and PC (18:1, 18:0)
were observed by MALDI-TOF MS as the main components in PL extracts from Theobroma
cacao L beans. NMR-31P was used to quantify PLs in commercial soybean and sunflower lecithin
samples, as well as in cocoa beans extracts. We also HLB values and contact angle. Finally, the
emulsifying properties of the various PLs, were tested by preparing w/o emulsions using PL-free
sunflower oil and distilled water. NIR spectroscopy measurements were used to test emulsion

stability.

1 *Trabajo de grado.
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica
Director: Marianny Yajaira combariza M., Quimica Ph.D.
Codirector: Cristian Blanco Tirado, Quimico Ph.D.
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Introduccion

La calidad del grano de Theobroma Cacao L. esta ligada a diversos factores como el tipo del
arbol de cacao, la edad de la planta, pais de origen y del procesamiento de poscosecha (procesos
de desgranado, fermentacidn, etc.) a los cuales se someten los frutos.(Gardea et al., 2018; Lima,
Almeida, Rob Nout, & Zwietering, 2011) En términos generales, el grano de cacao esta
conformado por almidones, fibra cruda, proteinas, minerales, metil xantinas (teobromina, cafeina),
antioxidantes, y en mayor proporcion una mezcla de grasas conocidas cominmente como manteca
de cacao. Dentro de la fraccion lipidica de la semilla de cacao se encuentran compuestos como
los diacilglicéridos (DAG), triacilglicéridos (TAG) como componentes mayoritarios y en menor
proporcion esteroles (particularmente metilesteroles, desmetilesteroles), triterpenos, vitamina E
(B-tocoferol, a-tocoferol y y-tocoferol), &cidos grasos libres y fosfolipidos (PLs). Este tltimo grupo
de compuestos estd conformado por una amplia familia de moléculas con una cadena carbonada
de glicerol sustituida por dos &cidos grados y un grupo fosfato unido por enlace fosfodiéster a
diferentes grupos como la colina y la etanolamina. Dentro de los PLs méas conocidos estan la
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinosiltol (PI), fosfatidilserina (PS),
fosfatidilglicerol (PG) y acido fosfatidico (PA).(Afoakwa, Quao, Takrama, Budu, & Saalia, 2013;
Gardea et al., 2018; L, Nguyen, & Nguyen, 2017) Este grupo de moléculas, que se encuentran en
el grano de cacao en un porcentaje aproximado del 0,4% (p/p), presentan caracteristicas anfifilicas
que les permiten actuar como surfactantes/emulsificantes debido a la presencia del grupo fosfato
y las cadenas alquilicas de los acidos grasos que sustituyen al glicerol. Las industrias alimenticia
y cosmética utilizan los PLs, provenientes principalmente de granos de soya y de semillas de

girasol (comercialmente denominados lecitinas), como emulsificantes en mdultiples
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aplicaciones.(Killian & Coupland, 2012; Marto, White, Seldomridge, & Marshall, 1995; van

Nieuwenhuyzen, 2010; Van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008)

En Colombia, segun cifras del tercer censo nacional agropecuario realizado por el DANE, la
produccion de cacao alcanza un 1.2% de la produccién de grano a nivel mundial. El departamento
con mayor produccion de grano seco de Theobroma cacao L. es Santander, con ~30% de la
produccion nacional, concentrada principalmente en la zona de los municipios de EI Carmen y San
Vicente de Chucuri.(Céd, n.d.) El cacao Santandereano se conoce, no solo por la cantidad
producida, sino también por su alta calidad. En este aspecto, Fedecacao (Federacion Nacional de
Cacaoteros) reporta que en el afio 2017 se present6 un importante aumento en las exportaciones a
paises como México, Holanda, Italia y Malasia; mientras las importaciones disminuyeron (93%)
en el periodo 2011-2017,(“informe de gestion afio 2017 del fondo de estabilizacion de precios del
cacao — fep cacao,” 2018) lo que demuestra que el uso de esta materia prima en la industria

chocolatera nacional principalmente en el area de confiteria esta incrementando.

Sin embargo, la cadena productiva de grano de cacao en la region nororiental de Colombia se
caracteriza por un escaso aprovechamiento de sus potenciales capacidades productivas ya que un
alto porcentaje del grano producido es comercializado como materia prima. Para el desarrollo de
la industria chocolatera en la region es necesario realizar investigaciones enfocadas en la
generacion de nuevos productos, con valor agregado, derivados del grano. En la actualidad los
grupos GIFTEX y CEIAM de la UIS, ejecutan el proyecto de regalias desarrollo de nuevos
procesos y productos para la valorizacion de mucilagos y granos de cacao del departamento de

santander (BPIN 2016000100046), que tiene como objetivo valorizar la biomasa derivada del fruto
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del cacao. Dentro de este marco se ubica esta investigacion, que tiene como objetivo estudiar la
composicion y propiedades interfaciales de PLs aislados de manteca de cacao. En la actualidad el
estudio de los PLs derivados de los granos de cacao estd muy limitado, lo cual crea un nicho de
oportunidad pues estos compuestos pueden tener uso potencial en la industria de alimentos y
cosmética, particularmente en la formulacion de emulsiones.(J. Gould, Garcia-Garcia, & Wolf,

2016; van Nieuwenhuyzen, 2010)

En este trabajo de investigacion se reportan las caracteristicas composicionales (cuali- y
cuantitativas) y las propiedades emulsificantes para la estabilizacion de emulsiones w/o (agua en
aceite) de los PLs aislados del grano de Theobroma cacao L. (Var. CCN 51). En el capitulo | se
expone el marco conceptual que incluye técnicas y métodos usados para el desarrollo de este
proyecto. La extraccion y caracterizacion de los PLs esta contenida en el capitulo Il, donde se
consignan los resultados de rendimientos de extraccion S/L (Soxhlet) de PLs, cromatografia en
columna y HPLC, ademas de ensayos de caracterizacion/cuantificacién con espectrometria de
masas (MS) y resonancia magnética nuclear (RMN). Finalmente, en el capitulo Il se reporta la
evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los PLs presentes en el grano de cacao (Var.
CCNb51- Coleccion Castro Naranjal 51), como estabilizadores de emulsiones w/o. De esta forma
se establece la potencialidad de estos materiales como emulsificantes naturales y, eventualmente,

como nuevos productos que incrementen el valor agregado del grano de cacao en Santander.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Extraer, cuantificar y caracterizar fosfolipidos del grano de Theobroma Cacao L. y evaluar sus
propiedades emulsificantes.

1.2 Obijetivos Especificos

Implementar metodologias para la extraccion, cuantificacion y caracterizacion de los

fosfolipidos presentes en granos de cacao (clon CCN51).

Evaluar las propiedades emulsificantes de los fosfolipidos y de material deslipificado (cocoa)
aislados de granos de granos de cacao (clon CCN51) y compararlas con productos comerciales

(lecitina de soya y girasol).
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3. Marco tedrico

3.1 Produccion de Cacao en Colombia y el mundo

La demanda mundial de cacao, impulsada principalmente por la industria de confiteria, paso de
1.0 millén de toneladas a un estimado de 4.3 millones de toneladas durante el periodo 19612014,
lo cual representa una tasa de crecimiento anual compuesta del 2.7 %. En los afios 2014 - 2016 se
experimentd una preocupante disminucion de 286 mil toneladas en la produccion mundial de
cacao; mientras para el periodo 2016 - 2018 la produccion aumenté a 4.7 millones de toneladas,
lo que significo un aumento de 19% (767 mil toneladas adicionales), segun la ICCO (International
Coffee and Cocoa Organization).(“ICCO - Production of Cocoa Beans,” n.d.) Africa es el
continente con mayor produccion de cacao, con una cosecha de 3.49 millones de toneladas
proyectadas para finales del presente afio proveniente de paises como Costa de Marfil, Camerun,
Ghanay Nigeria. En segundo lugar, con aproximadamente 750 mil toneladas de cacao se encuentra
el continente americano con Brasil, Ecuador, Perll y Colombia como principales representantes de
este sector.(“ICCO - Production of Cocoa Beans,” n.d.) Colombia ocupa el décimo puesto en la
produccién mundial de grano de cacao con 55.000 toneladas/afio (1.2 %).(Gardea et al., 2018;

Informe de gestion afio 2017 del fondo de estabilizacion de precios del cacao — fep cacao, 2018)

Segun reportes recientes de Fedecacao, entre los afios 2011 y 2018 se observé un aumento del
62% en la produccion de cacao en el pais. Por otra parte, de acuerdo con el tercer censo nacional
agropecuario realizado por el DANE, el departamento con mayor participacién en la produccion

de cacao en grano seco fue Santander con el 25.1 %, seguido por Narifio y Arauca con el 8.4% y
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7.9% respectivamente.(Cod, n.d.) EIl cacao colombiano se considera internacionalmente como
fino de aroma, y gracias a su excelente calidad las exportaciones han aumentado
considerablemente en los Gltimos afios, pasando de 5000 toneladas en 2010 a aproximadamente
12.000 toneladas en el 2017. Esta materia prima es enviada a paises como México, Holanda, Italia,
Espafia y Malasia que en conjunto suman mas del 86% del total de las exportaciones de cacao en
Colombia.(informe de gestion afio 2017 del fondo de estabilizacién de precios del cacao — fep
cacao, 2018) Por el contrario, las importaciones de grano de cacao por parte de la industria nacional
han disminuido de manera considerable pasando de 6819 toneladas en el afio 2010 a 488 toneladas
en el afio 2017 lo que representa una disminucion en la importacion de grano de cacao del 92.8%
por parte de importantes empresas como Casa Luker y Compafiia Nacional de Chocolates.
(Informe de gestién afio 2017 del fondo de estabilizacion de precios del cacao — fep cacao, 2018)
Estas cifras muestran sin duda alguna el crecimiento en la produccion de grano de cacao con
calidad de exportacion, lo cual ha aumentado la compra también a nivel interno. Sin embargo,
estas estadisticas también indican que la cadena productiva del cacao en Colombia se caracteriza
por un escaso aprovechamiento de sus potenciales capacidades de conversion del grano de cacao
a nivel nacional, pues la mayor parte del grano seco y fermentado es exportado. Esta debilidad
esta en parte fomentada por la limitada aplicacion de estrategias basadas en CTel (Ciencia
Tecnologia e Innovacion) que fortalezcan la cadena de valor del cacao y beneficien positivamente

a los actores involucrados, particularmente en terminos socio-econémicos.
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2.2 El cacao y sus componentes

El género Theobroma (familia Sterculiaceae) esta conformado por 22 especies, de las cuales la
especie Theobroma cacao L., es comercialmente la mas importante, debido al valor de sus
semillas,(Lima et al., 2011) comUnmente conocidas como granos de cacao (principal materia prima
en la industria chocolatera). La calidad y composicion quimica de los granos de cacao dependen
de la especie, las précticas agricolas (cuidados durante el crecimiento de los arboles, condiciones
climéticas, maduracion y cosecha del fruto) y el procesamiento poscosecha (apertura de la
mazorca, fermentacién del grano, secado y tostado).(Benjamin Caballero, 2003; Lima et al., 2011)
De forma general, el grano de cacao se compone de: agua, grasas, proteinas, fibra, almidones,
antioxidantes, metil xantinas (teobromina, cafeina) y minerales (Na, K, Ca, Fe, P, Mn, Cu, Zn, Se,
etc.).(Afoakwa et al., 2013; Lima et al., 2011; Torres-Moreno, Torrescasana, Salas-Salvadd, &

Blanch, 2015)

La grasa del grano de cacao, cominmente denominada manteca de cacao, estd compuesta
principalmente por triacilglicéridos (TAGs) particularmente POP (glicerol-1,3-dipalmitato-2-
oleato), POS (glicerol-1-dipalmitato-2-oleato-3-estearato) y SOS (glicerol-1,3-diestarato-2-oleato
que alcanzan entre 92 'y 96% p/p del contenido total de esta fraccion lipidica (Figura 1). En menor
proporcion se encuentran los esteroles (metilesteroles, desmetilesteroles y triterpenos), vitamina E
(B-tocoferol, a-tocoferol y vy-tocoferol), acidos grasos (&cido estearico, acido oleico, acido
palmitico, &cido linoléico), y PLs.(Jahurul et al., 2013; Lima et al., 2011; Siouffi, 2000; Su-Jia,

Dong, & Shi-Chao, 2013; Torres-Moreno et al., 2015)
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Figura 1. Estructura quimica de los principales componentes de la fraccion lipidica del grano

de cacao.

Los PLs son una amplia familia de compuestos anfifilicos conformados por una molécula de
glicerol a la cual se unen dos acidos grasos (R'y R”) y un grupo fosfato. Este ltimo, mediante
enlace fosfodiéster, se une a moléculas como la colina, serina o etanolamina para formar diferentes
familias de PLs conocidas como fosfatidilcolinas (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI), acido fosfatidico (PA) y en menores proporciones lisofosfatidilcolina (LPC)
(Figura 2).(Fuchs et al., 2009; Petkovi¢ et al., 2001; J. Schiller et al., 2004) Los &cidos grasos que
hacen parte de la estructura de los fosfolipidos son en su mayoria el acido palmitico (C16:0), acido

estearico (C18:0), acido oleico (C18:1) y &cido linoleico (C18:2).
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Las mezclas de PLs, conocidas comercialmente como lecitinas, se usan cominmente como
emulsificantes en procesos industriales de alimentos y cosméticos y se extraen principalmente de
semillas de soya, girasol y colza.(Benjamin Caballero, 2003; Lima et al., 2011; Ontiveros et al.,
2014; Torres-Moreno et al.,
2008) Las lecitinas vegetales contienen predominantemente PC, PE, PI, PA y cantidades menores
de LPC y otros PLs de glicerol con acidos grasos complejos. Debido a la importancia de esta
familia de compuestos existe abundante informacion en la literatura cientifica sobre métodos de
aislamiento, analisis, purificacién y caracterizacion de lecitinas; estos Ultimos, en su mayoria,

orientados a determinar propiedades emulsificantes.(Cremonini, Laghi, & Placucci, 2004; J. M.
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Figura 2. Estructura quimica de fosfolipidos.

2015; van Nieuwenhuyzen, 2010; Van Nieuwenhuyzen & Tomas,

Gould, Furse, & Wolf, 2016; Lima et al., 2011; van Nieuwenhuyzen, 2010)
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2.3 Caracterizacion de fosfolipidos

Para el andlisis cualitativo y cuantitativo de PLs es indispensable establecer técnicas de
extraccion eficientes que, acopladas con métodos de caracterizacion adecuados, permitan su
identificacion y cuantificacion. Las técnicas analiticas mas usadas para el analisis de PLs son:
cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia en columna (CC), cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas
(MS).(Cremonini et al., 2004; J. M. Gould et al., 2016; Olga, Casals, Andr, Izquierdo-pulido, &

Lamuela-ravent, 2003; J. Schiller et al., 2004; van Nieuwenhuyzen, 2010)

2.3.1 Cromatografia. Multiples técnicas cromatogréficas han sido usadas para el analisis de PLs.
Por ejemplo, la cromatografia en capa delgada (TLC) permite la separacion eficiente de este tipo
de compuestos, esta técnica de separacion acoplada a técnicas como espectrometria masas MALDI
ha permitido su identificacion de manera rapida y eficiente.(Fuchs, Schiller, SuR, Schiirenberg, &
Suckau, 2007) A pesar de su practicidad con este método de separacion se obtienen cantidades
muy pequefias de PLs que no permiten la realizacién de mediciones adicionales como, por
ejemplo, el estudio de la formacion de emulsiones. Por otro lado, la cromatografia liquida de alta
eficiencia con diferentes fases estacionarias como fase normal y reversa (silica, diol, amino C8,
C18) y variadas series elutropicas (MeOH, CHCIs, ACN, EtOH, IPA, etc.)(Separation, 2006;
Siouffi, 2000; Van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008) se han utilizado para fraccionar muestras
complejas y/o estandares de PLs. La naturaleza anfifilica de estos compuestos permite su
separacion bajo diversas condiciones operacionales en HPLC, lo que hace de esta técnica una

excelente opcidn para su estudio.
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2.3.2 Espectrometria de masas (MS): espectrometria de masas es una poderosa herramienta, en
términos de sensibilidad, especificidad, rango dindmico y precision, para el anlisis cualitativo y
semicuantitativo de mezclas complejas de PLs, incluidos los glicerofosfolipidos y la
esfingomielina.(Fuchs et al., 2009, 2007; Larsen, Thingholm, Jensen, Roepstorff, & Jargensen,
2005; Petkovic et al., 2001; Raffaelli & Saba, 2003; J. Schiller et al., 2004; Tobergte & Curtis,
2013) Los métodos mas reportados en la literatura para el anlisis de lipidos y PLs son ionizacion
por electrospray (ESI) e ionizacion desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI),
acopladas con varios analizadores. Particularmente, el desarrollo de analizadores de masas de alta
resolucion ha aumentado enormemente la aplicacion de la MS para el anélisis de lipidos en general,
incluyendo los PLs.(Fuchs et al., 2007; Jirgen H. Gross., 2004; Kim, Wang, & Ma, 1994; Pulfer

& Murphy, 2003)

Latécnica MALDI, es particularmente ventajosa para el andlisis de PLs. En MALDI se emplea
un compuesto organico con propiedades fotofisicas particulares (e.g. alta absortividad molar en
UV, potencial de ionizacion, afinidad proténica, cristalizacion, entre otras) como matriz. El analito
de interés se co-cristaliza con la matriz y la mezcla se irradia con radiacién laser (cominmente de
Nd:YAG A= 355 nm) como se observa en la Figura 3. El proceso de ionizacion en MALDI
involucra dos etapas: inicialmente se forman iones primarios de la matriz y seguidamente ocurren
reacciones de transferencia de carga (protones, cationes o electrones) con el analito neutro, en fase
gaseosa.(Merchant & Weinberger, 2000) Una vez formados, los iones de la matriz y el analito
pasan al analizador para ser separados de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z).(Jirgen H.
Gross, 2010) En el analizador de tiempo de vuelo (TOF, Time Of Flight) todos los iones emitidos

por la fuente adquieren la misma energia cinética al interactuar con un campo eléctrico uniforme;
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sin embargo, los tiempos de llegada al detector dependen de la masa del ion, de tal forma que los
mas ligeros llegan antes que los mas pesados (Figura 3).

Laser Nd-YAG (355 nm) 2. Reflectrén
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Figura 3. Esquema de la técnica de ionizacion por desorcion laser/ MALDI-TOF.

Desde el punto de vista composicional, los PLs contienen cadenas variables de acidos grasos
que van desde el miristico -completamente saturado (14: 0)- hasta el docosahexaenoico -altamente
insaturado (22: 6).(Fuchs et al., 2007; J Schiller et al., 1999) Esta variabilidad hace que los
componentes individuales de la mezcla de PLs difieran considerablemente entre si, en polaridad,
hidrofobicidad y propiedades de absorcion. Considerando que en el analisis cromatografico
(HPLC) la deteccion se basa principalmente en espectroscopia UV, el analisis de PLs mediante
esta técnica se complica en algunos casos y como consecuencia comunmente se observa la co-
elucion de compuestos.(Fuchs et al., 2009, 2007; J. Schiller et al., 2004) Por esta razén, la
espectrometria de masas es una alternativa interesante para el analisis de PLs, particularmente con
la técnica de ionizacion MALDI que tiene alta tolerancia a las impurezas de la muestra (por
ejemplo, sales, otros compuestos organicos) en comparacion con otros métodos de caracterizacion.
Adicionalmente, la sensibilidad de la técnica permite detectar cantidades muy pequefias del analito
(fentomoles) y requiere minimas cantidades de muestra. Todas estas ventajas de la espectrometria
de masas MALDI-TOF hacen de este método una herramienta muy conveniente para el analisis

de muestras de origen bioldgico, en particular, de PLs.
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En MALDI, los descriptores analiticos de un espectro de masas como relacion sefial/ruido
(S/N), resolucion, energia umbral del l&ser y sobrevivencia del ibn molecular dependen en gran
medida de las propiedades fisicoquimicas de la matriz y el analito. Para el analisis de fosofolipidos
se han usado diversas matrices como: 25-acido dihidroxibenzoico (DHB), a-4cido
hidroxicinamico, &cido sinapinico, 6,7-dihidroxicumarina y para-nitroanilina, entre otras. El
DHB, particularmente, se destaca como una matriz apropiada para el analisis de PLs.(Larsen et al.,
2005; Jurgen Schiller et al., 2007) A pesar de las ventajas de la espectrometria de masas MALDI-
TOF, en relacion con identificacion y caracterizacion de mezclas complejas de PLs, la
cuantificacién por este método es un factor limitante debido principalmente a las diferencias en
las eficiencias de ionizacion y a la baja reproducibilidad espectro-a-espectro de la técnica. Para
asegurar una buena caracterizacion cuantitativa de PLs presentes en el cacao, de acuerdo con
diversos reportes de literatura, la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) es una buena

opcion.
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2.3.3 Resonancia magnética nuclear (RMN): EI fendmeno de resonancia se presenta debido a
que ciertos nicleos, como el *H, C, 3!P, se comportan como pequefios imanes. El fosforo es un
elemento monoisotdpico (3'P), con distribucion esférica de la carga y espin de 1/2 al cual se asocia
un momento magnético p. Esta es una cantidad vectorial, que para el 3!P tiene dos posibles
orientaciones representadas por los valores del numero de espin: +1/2 y -1/2. En presencia de un
campo magnético externo, el 3P presenta una distribucion de espines con dos posibles
orientaciones: en el mismo sentido del campo magnético y en sentido contrario (Figura

4).(Cremonini et al., 2004; London & Feigenson, 1979; Van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008)

m=-1/2

m=+1/2

_/ Radio frecuencia de
Radio frecuencia de ‘A salida Espectro NMR

entrada

Figura 4. Esquema general del fundamento de RMN.

La poblacion distribuida entre los estados oy f obedece la ley de distribucién de Boltzman, con
un pequeiio exceso en el estado 3 de menor energia. La diferencia de energia entre estos dos estados
es muy pequefia y corresponde al rango de la radiofrecuencia (AE= hv); por lo tanto, al irradiar los
nucleos que fueron sometidos al campo magnético externo con una fuente de radio frecuencia,

ocurrira una inversion de la poblacion (esto sucede cuando hay coincidencia entre la energia de la
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radiacion y la diferencia de energia AE de los dos estados). Luego de la excitacion, los nucleos se
relajan y regresan a su estado inicial emitiendo energia en el rango de la radiofrecuencia que se
detecta y finalmente se traduce en un espectro, en el cual el eje x corresponde a la intensidad de la
sefial detectada y el eje y al desplazamiento quimico & que conforma una escala unificada de
variaciones de frecuencia y de magnitud del campo y cada valor de & seré particular para cada
niicleo de 3P dependiendo del entorno quimico que cada uno posea, permitiendo asi diferenciar e
identificar las diferentes familias de PLs mencionados anteriormente.(Cremonini et al., 2004;
London & Feigenson, 1979; Pretsch, Buhlmannn, & Badertscher, 2005; Van Nieuwenhuyzen &

Tomaés, 2008)

La cuantificacion de las mezclas de PLs por resonancia magnética nuclear de fésforo (P RMN)
tiene ventajas sobre la HPLC y MS debido a que la cuantificacion de 3P en PLs se realiza
analizando directamente la fraccion lipidica y solamente los compuestos que tienen al menos un
atomo de fosforo son detectables en el espectro de 3'P RMN de modo que no existen interferencias
por otros lipidos. Ademas, siempre que el espectro de 3P RMN se haya realizado en
concentraciones conocidas exactas, el area integrada bajo la curva de cada pico es directamente
proporcional a la concentracion del PL respectivo. Para la cuantificacién de compuestos por RMN
es necesario el uso de un compuesto de referencia; segun la literatura, el tributilfosfato (TBP) ha
sido usado para este fin con resultados eficientes en la cuantificacion de este tipo de
compuestos.(Cremonini et al., 2004; Edzes, Teerlink, Knaap, & Valk, 1992; London & Feigenson,
1979; Rouser, Siakotos, & Fleischer, 1966; Sotirhos, Herslof, & Kenne, 1986; Van
Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008) Otro aspecto que se debe tener en cuenta durante la toma del

espectro RMN de los PLs es el uso de un buen solvente que difunda las resonancias de fosforo del
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PL en el rango més amplio posible, al mismo tiempo que mantenga el ancho de las sefiales al
minimo. Esto generalmente no se puede lograr con solventes organicos puros, en su lugar, debido
a la formacion de agregados de PLs, la mezcla de solventes denominada CUBO (dimetilformamida
(DMF), trietilamina (TEA) e hidrocloruro de guanidinio (GH+)) es reportado por diversos

investigadores para dicho fin.

2.2 Emulsiones

Dos liquidos originalmente inmiscibles pueden formar una mezcla con cierta homogeneidad
Ilamada emulsion gracias a la adicion de un surfactante o emulsificante. Los surfactantes facilitan
la formacion de emulsiones mediante la reduccién de la tension interfacial y contribuyen a su
estabilidad contrarrestando mecanismos de inestabilidad termodindmica como: coalescencia,
cremado y floculacion. Las emulsiones clésicas se dividen en dos grupos: o/w (agua en aceite) y
o/w (aceite en agua) (Figura 5); las emulsiones o/w, particularmente, tienen aceite como fraccion
liquida dispersa y agua como fase continua. Este tipo de emulsiones se encuentran en una variedad
considerable de alimentos, incluyendo sopas, aderezos para ensaladas, mayonesa, salsas, la
mayoria de los productos lacteos y chocolates.(McCLmenets, 2010) En los alimentos, los agentes
emulsionantes tipicos son las proteinas anfifilicas y los surfactantes como la lecitina. Esta Gltima,
es una mezcla compleja de colina, acidos grasos, glicerol, glicolipidos, trigliceridos y
principalmente PLs como la fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol y &cido fosfatidico. La lecitina, particularmente de soya o girasol, es utilizada
ampliamente en los productos derivados de chocolate para reducir la tension interfacial entre la

manteca de cacao Yy las particulas no grasas.(Van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008)
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Figura 5. Emulsiones formadas por la adicion de un emulsificante anfifilico.
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3. Extraccion y Caracterizacion de los PLs Contenidos en Granos de Theobroma cacao

L. (Var. CCN 51)

3.1 Introduccioén

La manteca de cacao conforma la fraccién méas abundante en el grano de cacao (45-57 %). Esta
fraccion estd compuesta por triacilglicéridos (TAG), particularmente por POP (glicerol-1,3-
dipalmitato-2-oleato), POS (glicerol-1-dipalmitato-2-oleato-3-estearato) y SOS (glicerol-1,3-
diestarato-2-oleato). Estos compuestos alcanzan entre 92 y 96% p/p de la composicion total de la
manteca de cacao. En menor proporcion se encuentran los esteroles (metilesteroles,
desmetilesteroles y triterpenos), vitamina E (B-tocoferol, a-tocoferol y y-tocoferol), &cidos grasos
libres (&cido estearico, &cido oleico, acido palmitico, acido linoléico), y fosfolipidos (PLs).(Jahurul

etal., 2013; Lima et al., 2011; Siouffi, 2000; Su-Jia et al., 2013; Torres-Moreno et al., 2015)

El interés en el analisis PLs aumenta continuamente debido a sus propiedades anfifilicas que
les permiten su uso como emulsificantes naturales.(Katepalli, 2014; Marto et al., 1995; Parsons,
Keeney, & Patton, 1969; Su-Jia et al., 2013; Van Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008) Las mezclas
de PLs, distribuidas comercialmente como lecitinas, son extraidas actualmente de semillas de soya,
girasol y canola y se usan como emulsificantes en procesos industriales de formulacion de
alimentos, cosméticos, y farmacos, entre otros.(Benjamin Caballero, 2003; Lima et al., 2011;
Ontiveros et al., 2014; Torres-Moreno et al., 2015; van Nieuwenhuyzen, 2010; Van
Nieuwenhuyzen & Tomas, 2008) Las lecitinas vegetales comerciales contienen
predominantemente PC, PE, PI, PA y cantidades menores de LPC y otros PLs de glicerol con

acidos grasos complejos. Estas moléculas han sido considerablemente estudiadas desde los 60’s.
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En general, se reportan diferentes técnicas para su andlisis como la cromatografia en columna,
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), cromatografia de placa delgada (TLC),
espectrometria de masas (MS) y resonancia magnética nuclear (RMN).(Fuchs et al., 2007;
Knochenmuss, 2014; Parsons et al., 1969; Pulfer & Murphy, 2003; J. Schiller et al., 2004; Jirgen

Schiller et al., 2007)

En esta linea, Parsons y colaboradores fraccionaron los lipidos presentes en tres variedades
comunes de grano de cacao provenientes de Costa Rica, Ghana y Brasil, en compuestos neutros,
glicolipidos y PLs. Esta tltima fraccion, correspondiente al 30% de la mezcla total, se sometio a
cromatografia en capa fina bidimensional encontrdndose LPC, PC, PE y Pl como componentes
principales. Finalmente, se determind que del 36 al 40% p/p de los PLs presentes en los granos de
cacao corresponden a fosfatidilcolina.(Parsons et al., 1969) Por su parte, Larsen et al. disefiaron
un procedimiento de enriquecimiento selectivo de péptidos fosforilados usando microcolumnas
de TiO2 y péptidos en acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), este procedimiento fue extendido por
Calvano et al. para el analisis de PLs contenidos en productos lacteos y estandares de PLs. En
ambas investigaciones se concluyd que la inclusion de DHB aumentd drasticamente la selectividad
del enriquecimiento de compuestos fosforilados usando como fase estacionaria TiO, dicha
selectividad fue atribuida a la competencia entre el DHB y compuestos no fosforilados por los
sitios de union activos en la fase estacionaria.(Calvano, Jensen, & Zambonin, 2009; Larsen et al.,
2005)

La espectrometria de masas es una poderosa herramienta en términos de sensibilidad,
especificidad y precision, para el analisis cualitativo y semicuantitativo de mezclas complejas de

PLs.(Fuchs et al., 2009, 2007; Larsen et al., 2005; Petkovi¢ et al., 2001; Raffaelli & Saba, 2003; J.
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Schiller et al., 2004; Tobergte & Curtis, 2013) Diversos autores muestran resultados eficientes en
el andlisis de PLs en concentraciones incluso en el orden de los nanogramos.(Fuchs et al., 2009,
2007; Li, Gross, & Hsu, 2005; J. Schiller et al., 2004; Jurgen Schiller et al., 2007) Los métodos
mas reportados en la literatura para el anélisis de lipidos y PLs son ionizacion por electrospray
(ESI) vy ionizacion desorcion/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI), acopladas a varios
analizadores de media y alta resolucion.(Fuchs et al., 2007; Jirgen H. Gross., 2004; Kim et al.,

1994; Pulfer & Murphy, 2003)

En este aspecto, Yong Kim et al. Obtuvieron PLs a partir de una mezcla estandar de lipidos,
usando HPLC en fase reversa. Este extracto fue analizado usando una fuente de ionizacion por ESI
en modo ion positivo y se observaron en el espectro sefiales correspondientes a especies
moleculares protonadas, donde la PC fue la méas abundante seguida de la PE y la PS.(Kim et al.,
1994) Fuchs et al. presentan resultados similares del andlisis de una mezcla de PLs usando
MALDI-MS, en este caso el extracto fue aislado de la yema de huevo usando HPTLC (CHCls,
CH3OH, etanol, agua vy trietilamina (35:35:7:35 v/v)), al igual que en el anterior reporte se
detectaron mayoritariamente PC y PE, y con abundancias menores LPC, LPE, PS y PI.(Fuchs et

al., 2007)

Por otro lado, Schiller y colaboradores usaron también MALDI-MS para el anélisis de
fosfatidilcolinas, con &cido 1,5-dihidroxibenzoico como matriz organica, detectandose iones
moleculares correspondientes a la familia de las PCs con diferentes &cidos grasos como
sustituyentes (palmitico, oleico, estearico, etc.).(J Schiller et al., 1999) Usando también

espectrometria de masas MALDI acoplada a un analizador TOF, Marijana Petkovic et al. reportan



FOSFOLIPIDOS PRESENTES EN EL GRANO DE THEOBROMA CACAO L. (Var. CCN51) 32

iones moleculares de los productos de digestion con fosfolipasa A2 de mezclas provenientes de
tejidos y células vegetales, se observaron PC, LPC, PS, PE, y Pl antes y después de la digestion.
Adicionalmente se concluy6 que las sefiales de la PC y la LPC impidieron la deteccion de otros
PLs presentes en algunas de las mezclas analizadas incluso si estos PLs estdn presentes en

cantidades comparables.(Petkovi¢ et al., 2001)

Teniendo en cuenta que el uso de una matriz orgénica eficiente que asista adecuadamente el
proceso de ionizacion de los PLs es crucial para la deteccidon de estas biomoléculas mediante
MALDI-MS, las matrices mayormente usadas para este fin son: &cido 2,5-dihidroxibenzoico
(DHB), acido sinapinico, para nitro anilina (PNA) .(J. Schiller et al., 2004) En este campo el DHB
se presenta como la matriz mas eficiente en el analisis de PLs siendo reportado por diversos autores
con resultados de buena calidad en términos de abundancia y resolucion de las sefiales en el

espectro de masas.(Larsen et al., 2005; Li et al., 2005; Jirgen Schiller et al., 2007)

Por su parte, la RMN de 3!P es una técnica utilizada para el analisis cuantitativo de PLs en
muestras complejas con eficientes resultados, debido a la alta selectividad del método y a la alta
abundancia de este isotopo del fosforo 3'P (100%).(Cremonini et al., 2004; Edzes et al., 1992; J.
M. Gould et al., 2016; London & Feigenson, 1979; Rouser et al., 1966; Sotirhos et al., 1986; Van
Nieuwenhuyzen & Tomaés, 2008) Usando esta técnica, Cremonini et al. cuantificaron PL y LPL
(lisofosfolipidos) en 10 muestras de lecitina comercial con una mezcla de solventes conformada
por dimetilformamida, trietilamina e hidrocloruro de guanidinio denominada CUBO, estos autores

reportan a campo alto con un desplazamiento quimico de 0.0 ppm PC, hacia campo bajo también
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se observaron sefiales correspondientes a PDE (N-N fosfatidiletanolamina), LPC, PE, PI, PG y

finalmente el PA a campo mas bajo.(Cremonini et al., 2004)

En este trabajo presentamos una completa caracterizacion de TAGs y PLs provenientes de
granos de cacao colombianos (Var. CCN51). Inicialmente se realizo la extraccion L/S de las grasas
del grano seco de cacao usando un montaje Soxhlet, seguidamente se hizo un proceso de pre-
enriquecimiento con cromatografia de columna usando SiO» como fase estacionaria. La
identificacion de fracciones enriquecidas en PLs se realizd usando HPLC en fase normal con dos
detectores UV-VIS y RI. Posteriormente se realizé la caracterizaciébn molecular usando
espectrometria de masas MALDI con un analizador TOF y finalmente para la cuantificacion de
PLs presentes en las mezclas se tomé ventaja de la selectividad de la técnica RMN-3!P. Este
completo protocolo de caracterizacion provee la informacion composicional cuali- y cuantitativa
necesaria para interpretar el comportamiento de las fracciones de PLs en procesos de formulacién

y analisis de estabilidad de emulsiones, tal y como se muestra en el Capitulo I11.

3.2 Metodologia

Materiales y reactivos

Cloroformo (CHCIs), metanol (MeOH), tetrahidrofurano (THF), n-hexano, acetonitrilo (ACN),
2,5 acido dihidroxibenzoico (DHB), hidrocloruro de guanidinio, acido trifluoroacético (TFA),
heptano (n-Cy), isopropanol (IPA), tributilfosfato (TBP), trietilamina (TEA), dimetilformamida
(DMF), hidrocloruro de guanidinio (GH"), L- a- fosfatidilcolinas proveniente del grano de soya
(>99 %), acido-0-4 cianohidroxicinamico (a-CHCA), bradiquinina, bombesina y sustrato de

renina fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). Todos los reactivos son grado
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analitico (99.5 %). La silica gel (SiO2 con tamafio de poro de 60 A y particulas de 60-200 mesh)
fue adquirida en Merck Millipore (Darmstadt, Germany). Los granos de cacao (Var. CCN51)
fueron suministrados por Nextcoa SAS y las lecitinas de soya, de girasol y el aceite de girasol

empleados como referencias se adquirieron comercialmente.

Extraccion de los fosfolipidos del grano de Theobroma cacao L (var CCN51).

Para la extraccién de la manteca de cacao 20 g de granos de cacao (Theobroma cacao L var.
CCN51) macerados se introdujeron en un dedal de celulosa que fue puesto en un equipo de
extraccion Soxhlet utilizando 300 mL de una mezcla de cloroformo/metanol (CHCls/MeOH (2:1
(% v/v)) como solventes de recirculacion durante 12 horas, la fraccion lipidica (FL) se obtuvo
luego de rotoevaporar a sequedad la mezcla de solvente, el porcentaje de manteca extraido fue de
8+0.5 g. Esta fraccion se llevo a un proceso de pre-enriquecimiento en fosfolipidos usando una
columna en fase normal de 2x15 cm con ~300 g de silica gel (SiO2 con tamafio de poro de 60 Ay
particulas de 60-200 mesh) como fase estacionaria y una serie eluotropica conformada por CHCI3
(~200 mL), seguido de acetona (~200 mL) y finalmente metanol (~200 mL), la sub-fracciones
obtenidas fueron rotuladas como F1, F2 y F3, con porcentajes de recuperacion frente a la fraccion

FL del 34%, 58% y 2%, respectivamente; el 6% de material restante quedo retenido en la silica.

Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con detectores UV y RI

Tanto la fraccion lipidica completa (FL) como las sub-fracciones F1, F2 y F3 se analizaron por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) usando una columna de fase normal (Apex cyano
5u, New Road, Hengoed, Mid Glam, CF8 8AU). Inicialmente, se realizaron los ensayos usando

un detector UV (A= 210 nm) con fase movil heptano/isopropanol (n-C7/IPA) en una proporcion
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(98:2 % v/v) y flujo de 0.7 mL/min, las muestras se prepararon a una concentracion de 10 mg/mL
y el volumen inyectado en cada ensayo fue de 10 pL. Bajo las mismas condiciones se realizaron
ensayos usando un detector de indice de refraccion (RID), las muestras se inyectaron con una
concentracion de 20 mg/mL. También fueron analizadas muestras comerciales de lecitinas de soya

(LS), lecitina de girasol (LG), aceite de girasol (AG) y el estdndar de L-a- fosfatidilcolina (> 99%).

Preparacion de muestras para espectrometria de masas MALDI-TOF

La fraccion lipidica completa (FL), las sub-fracciones (F1, F2, F3), muestras comerciales de
lecitinas de soya y de girasol, aceite de girasol y L-a- fosfatidilcolina (> 99%) se sometieron a
analisis por espectrometria de masas en un instrumento MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, USA) equipado con un laser de Nd:YAG (355 nm). Las muestras fueron analizadas usando
1 mg/mL de cada fraccion diluidos en una mezcla THF:MeOH (1:1) (Solucién 1). Como matriz
de transferencia cationica se us6 el DHB, se prepar6 una solucién saturada en una mezcla
ACN:H20 (1:1) +1% de acido trifluoracético (TFA) (Solucién 2). Se tomaron 10 pL de solucién
1y 2, la mezcla se llevé al vortex a 700 rpm durante 30 minutos. Finalmente, se colocd 1 pL de
cada mezcla matriz:analito en el portamuestra metélico. Se obtuvieron espectros en el rango de
masas desde m/z 400 a 1000. El analizador de tiempo de vuelo (TOF) oper6 en modo reflectron
positivo. Como mezcla de calibracion se usaron clusters de a-CHCA y una mezcla de péptidos

estandar: bradiquinina, bombesina y sustrato de renina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO).

Preparacion de muestras para cuantificacion de PLs por RMN 3!P
20 mg de cada muestra con contenido de PLs fue disuelta en una mezcla de solventes

denominada CUBO reportada anteriormente por Cremonini et al.,(Cremonini et al., 2004) esta
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mezcla estd conformada por DMF (76% v/v), TEA (24% v/v) e hidrocloruro de guanidinio (100
mg por cada mL de mezcla), cada muestra diluida se someti6 a ultrasonido durante 30 minutos. La
concentracion de PLs en las muestras se determin6 por medio de curvas de calibracion con adicion
de estandar a partir de soluciones de PLs (LS, LG, F3) disueltas en CUBO a las cuales se les
adiciono 0, 0.25, 0.50, 0.75 y 1uL de TBP (99% v/v), respectivamente. Los espectros de RMN
fueron obtenidos en un equipo Bruker Avance 11l spectrometer el cual fue operado bajo las
siguientes condiciones: SW 40760 Hz, S1 32 k, PW 10 pus, AQ 0.8 s, NS 512. Para el procesamiento

de los datos de RMN se us6 el software MestreNova 19.2.5.

3.3 Resultados y Discusion

El proceso de extraccion de fosfolipidos provenientes de una fraccion lipidica del grano de
cacao es mostrado en el esquema de la figura 6, en donde se contempla como primer paso la
obtencién de la fraccion lipidica usando una mezcla cloroformo/metanol (2:1) en un equipo de
extraccién Soxhlet en donde el porcentaje extraido corresponde al 40% del peso total del material
de partida. Esta fraccion, rotulada como FL, estd compuesta por grasas conocidas comdnmente
como manteca de cacao y contiene principalmente triacilglicéridos (TAG) en un porcentaje
aproximado del 97%, y en menor proporcion: esteroles, vitamina E, acidos grasos libres,
glicolipidos y fosfolipidos (PLs). La fraccion FL fue posteriormente fraccionada usando
cromatografia en columna con SiO2 como fase estacionaria, de este proceso se obtuvieron tres
fracciones usando acetona, cloroformo y metanol como solventes de elucidn, las mezclas
recolectadas fueron rotuladas como F1, F2 y F3, con porcentajes de rendimiento del

fraccionamiento del 34% 58% y 2% frente a la fraccion FL, respectivamente (figura 6a). Debido
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a la alta solubilidad que presentan los aceites y grasas vegetales en acetona y cloroformo se espera
que las sub-fracciones F1 y F2 estén enriquecidas en TAGs mientras que la sub-fraccion F3 esta
compuesta por la fraccion lipidica de mayor polaridad entre los que se espera confirmar la
presencia de diferentes familias de fosfolipidos, esto debido a la polaridad que le otorga a estos
compuestos la presencia del grupo fosfato en su estructura quimica. Por su parte, la figura 6b
muestra los espectros UV-Vis donde se puede observar la similitud en las banda de absorcion
méaxima ~ 210 nm tanto para los TAGs (aceite de girasol-AG) como para las lecitinas comerciales
(LS y LG) y la sub-fraccion F3 lo cual influye directamente los resultados de los experimentos

HPLC-UV-Vis que se muestran en este documento.
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Figura 6. a. Proceso de extraccion e identificacion de fracciones enriquecidas en fosfolipidos presentes en

granos de cacao, b. espectros UV-Vis AG, F3, LSy LG, respectivamente.

Cabe mencionar que en esta investigacion se utilizaron lecitinas comerciales (de girasol y soya)
como materiales de referencia para analizar los PLs de la manteca de cacao. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que las lecitinas de soya y girasol no estan compuestas solamente por PLs, pues
como productos comerciales contienen ademas TAGs, PLs, carbohidratos, glicolipidos y
carotenoides.(van Nieuwenhuyzen, 2010) Estas lecitinas, también llamadas fosfatidilcolinas,
ampliamente usadas en la industria alimenticia como emulsificantes, contienen un alto porcentaje
de TAGs pues se les adicionan aceites vegetales con el objetivo de disminuir la viscosidad del
producto y facilitar su uso en formulaciones industriales.(van Nieuwenhuyzen, 2010) Por esta
razon, antes de los analisis instrumentales las muestras de lecitinas comerciales fueron sometidas
a cuatro lavados secuenciales con acetona, con el fin de eliminar la mayor cantidad de TAGs. El
analisis gravimétrico de la fraccion remanente de los lavados mostro que las lecitinas de soya y
girasol contienen ~40% de compuestos no solubles en acetona correspondientes en su mayoria,
segun el proveedor, a PLs. La fraccion de PLs aislada de las lecitinas de soya y girasol es la que

se menciona, como lecitinas de soya (LG) y girasol (LG), en la caracterizacion usando HPLC y
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espectrometria de masas mostradas en los siguientes experimentos como material de referencia

para el anélisis de los PLs presentes en la manteca de cacao.

Después de su aislamiento, la fraccion lipidica (FL) y las sub-fracciones (F1, F2, F3) del grano
de cacao fueron analizadas usando cromatografia de alta eficiencia (HPLC). En la Figura 7 se
muestran los perfiles cromatograficos de las cuatro muestras, mas los perfiles de muestras
comerciales de aceite de girasol (AG), lecitina de soya (LS), lecitina de girasol (LG), y el estandar
de L- a- fosfatidilcolinas (PC). Los resultados de la Figura 7a, correspondientes al detector UV-
Vis, permitieron establecer que el proceso de separacion de la fraccion lipidica (FL) del grano de
cacao mediante cromatografia en columna fue eficiente puesto que las sub-fracciones F1 y F2
difieren significativamente del perfil de la sub-fraccion F3, y esta a su vez presenta gran similitud,
tanto en los tiempos de retencién como en la forma del pico cromatogréfico, al de la lecitina de

soya, lecitina de girasol y al estandar de L-a- fosfatidilcolina.

La longitud de onda de trabajo del detector UV-vis ({1 210 nm) en los analisis HPLC es muy
cercana a la longitud de onda de corte (cut-off) de la fase mavil, por lo que los cromatogramas
presentan una linea base elevada y con bastante ruido de fondo (Figura 7a). Por esta razén, las
muestras también se sometieron a analisis HPLC usando un detector universal (indice de
refraccion, RID) con el fin de confirmar las observaciones hechas con el detector UV-vis. La figura
7b muestra que los perfiles cromatograficos HPLC-RID ofrecen resultados complementarios a los
obtenidos con el detector UV-Vis. Inicialmente, con el pico cromatogréafico alrededor de 5 minutos
se confirma la presencia de TAGs en todas las muestras analizadas, excepto en la fraccion F3y en

el estandar de fosfatidil colina. La sefial correspondiente a los TAGs en la muestra FL esta
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ligeramente corrida a Tr mas bajos que las demas, lo que indica interacciones mas débiles con la
fase estacionaria de la columna (silica con grupos CN en la superficie), y mas fuertes con la fase
movil apolar, debido a la naturaleza saturada de los TAGs presentes en la manteca de cacao, en
comparacion con TAGs provenientes de los aceites de soya y girasol que son mas insaturados.
También es de interés destacar que, a pesar de la limpieza con acetona de las muestras de lecitinas

comerciales, ain hay TAGs remanentes en estas muestras.
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Figura 7. Cromatogramas obtenidos por medio de HPLC con a. detector UV-Vis b. detector de



FOSFOLIPIDOS PRESENTES EN EL GRANO DE THEOBROMA CACAO L. (Var. CCN51) 42

indice de refraccion, para las fracciones de manteca de cacao y fosfolipidos aisladas de granos de
cacao mediante extraccion Soxhlet (FL) y cromatografia en columna (F1, F2 and F3), se incluyen
(por comparacién) los analisis de las lecitinas de soya (LS), girasol (LG) y aceite comercial de

girasol (AG) y el estandar de L- a- fosfatidilcolinas (PC).

Por otra parte, en la Figura 7b la sefial alrededor de 8 minutos coincide entre la muestra F3, y
el estandar de fosfatidilcolina, lo que corrobora la presencia de PLs en la fraccion F3 proveniente
de la manteca de cacao. Las muestras LS y LG también muestran sefiales correspondientes a PLs,
pero corridas a Tr mayores que la del estandar de fosfatidilcolinas, este comportamiento indica una
interaccion preferencial de estos fosfolipidos con la fase estacionaria (polar) lo cual tiene sentido
pues los lipidos presentes en los PLs provenientes de soya y girasol son mas insaturados que los
presentes en la sub-fraccion F3 de la manteca de cacao. Estos anélisis ademas de permitir la
identificacion de la fraccién enriquecida en PLs también muestran la importancia del proceso de
fraccionamiento ya que al comparar la fraccion FL con las sub-fracciones se hace evidente que el
proceso de pre-enriqueciemiento usando cromatografia en columna es indispensable para poder

observar PLs los cuales no son detectables en la fraccion lipidica completa.

Anélisis espectrométrico de PLs

Los andlisis de HPLC, con los detectores UV-vis y RI, permitieron establecer que la fraccion
lipidica completa FL, y las sub-fracciones F1 y F2 aisladas del grano y la manteca de cacao,
respectivamente, estan enriquecidas en TAGs. También, que la sub-fraccion F3 y las muestras LS
y LG (lecitinas de soya y girasol a las que se les extrajeron los TAGs con lavados con acetona)

estan enriquecidas en PLs. Todas las muestras (enriquecidas en TAGs y PLs) fueron sometidas a
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andlisis por espectrometria de masas usando una fuente de ionizacion MALDI y un analizador de
tiempo de vuelo (TOF), como matriz orgénica se usé el &cido 2,5 dihidroxibenzoico (DHB). El
DBH se seleccioné debido a que ha sido ampliamente reportado para el analisis de biomoléculas
con eficientes resultados en procesos de ionizacion por transferencia protonica y catidnica,
incluyendo la ionizacion de PLs.(Petkovi¢ et al., 2001; J. Schiller et al., 2004) El protocolo de

analisis de PLs por la técnica MALDI-TOF se ilustra en la Figura 8.

2mgen
THF:MeOH

A S%
Laser Nd:YAG Wuv
(A:355 nm) J W\N
o2 NONG
. b
OH

F2 Cﬁl \j
Fraccion+DHB

F1 F3

DHB en ACN:H,0 (1:1)+0.1% TFA
Espectrometro de masas Ultraflextreme MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, USA),

Figura 8. Preparacion y analisis de muestras usando espectrometria de masas MALDI-TOF.

La Figura 9 muestra los espectros de masas MALDI-TOF para la fraccion lipidica completa
extraida de granos de cacao (FL), las sub-fracciones F1 y F2, y una muestra comercial de aceite
de girasol. En todos los espectros, los iones observados corresponden a moléculas protonadas y a
aductos de sodio, estos aductos son formados por procesos de transferencia cationica, o
preformados directamente en la solucion por interacciones entre los abundantes atomos de
oxigeno en TAGs y cationes de Na. Como se puede observar en la figura las fracciones FL, F1y

F2 se encuentran enriquecidas en TAGs como POP, POS y SOS. Por su parte, el aceite de girasol
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muestra la presencia de TAGs conformados por acidos grasos insaturados como OPL, OLL, OOL.

Las sefiales correspondientes a los TAGs detectados en los espectros de masas se reportan en la

Tabla 1. Adicionalmente, la Figura 9 muestra los patrones isotopicos para las formulas

moleculares de las estructuras propuestas para las respectivas relaciones m/z analizadas en los

espectros. Es importante resaltar que las abundancias de los iones detectados se encuentran en el

orden de 10* para las sefiales alrededor de m/z 900.
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Figura 9. Espectro MALDI-TOF de las fracciones enriquecidas en TAGs: fraccion lipidica

(FL), sub-fraccién F1, sub-fraccion F2 y aceite de girasol (AG), al lado izquierdo espectros de

masas en el rango m/z 400-1000, en frente patrones isotopicos para los TAGs méas abundantes.



FOSFOLIPIDOS PRESENTES EN EL GRANO DE THEOBROMA CACAO L. (Var. CCN51) 45

La Tabla 1 muestra las principales sefiales presentes en los espectros de masas MALDI
correspondientes a TAGs, adicionalmente se reportan los tres acidos grasos que los conforman, el
numero de atomos de carbonos y el nimero de insaturaciones que presenta cada molécula. Por
ejemplo, el ion [POP (16:0, 18:1, 16:0)+Na"*] corresponde al aducto de sodio del triacilglicérido
conformado por dos residuos de &cido palmitico P y uno de acido oleico O, estos acidos grasos
presentan 16 y 18 4&tomos de carbonos con 0y 1 insaturacion, respectivamente. Teniendo en cuenta
la semejanza entre las estructuras de los diferentes TAGs detectados, sus eficiencias de ionizacion
en MS también son similares. Estas similitudes permiten establecer que, y en concordancia con
reportes de literatura, los tres TAGs méas abundantes en manteca de cacao son POP, POS, SOS.
Estos compuestos se detectaron en la muestra FL (fracciédn lipidica de los granos de cacao extraida
con Soxhlet), y en las muestras F1, F2 que corresponden a la fraccién apolar de lipidos eluidos en
la columna de SiO». Adicionalmente, se confirma que los TAGs presentes en el aceite de girasol
presentan acidos grasos de mayor insaturacion comparados con los presentes las fracciones de

lipidos provenientes del grano de cacao.

Tabla 1
Asignacion en el espectro de masas MALDI-TOF de TAGs presentes en las fracciones FL,
F1, F2, and AG, respectivamente.

#

Masa Masa Error .,
lon Dobles . Fraccion
enlaces exacta experimental  (ppm)

[POP (16:0, 18:1, 16:0)+Na*] 1 855.741 855.745 ~4.7 FL, F1, F2
[POS (16:0, 18:1, 18:0)+Na*] 1 883.772 883.777 ~5.7 FL, F1, F2
[SOS (18:0, 18:1, 18:0)+Na*] 1 911.803 911.808 ~5.5 FL, F1, F2
[OPL (18:1, 16:0, 18:2)+Na*] 3 879.741 879.743 2.3 AG
[OLL (18:1, 18:2, 18:2)+Na*] 5 903.741 903.746 5.5 AG
[OOL (18:1, 18:1, 18:2)+Na*] 4 905.756 905.758 2.2 AG
[OOO (18:1, 18:1, 18:1)+Na*] 3 907.772 907.774 2.2 AG
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En la Figura 10 se observan los espectros de masas de las fracciones que contienen PLs: sub-
fraccion F3, lecitina de soya (LS), lecitina de girasol (LG) y estandar de L-a-fosfatidilcolina (PC).
Los espectros de masas muestran la presencia de sefiales entre m/z ~400-850 correspondientes a
diferentes grupos de fosfatidilcolinas y lisofosfatidilcolinas , tales como LPC (16:0), LPC (18:2),
PC (18:2, 16:0), PC (18:1, 18:0), etc. La Figura 10 contiene también las estructuras de las
fosfatidilcolinas mas abundantes, junto con su patrén isotopico tedrico calculado usando el
software Chemcalc(Patiny, Luc; Borel, 2013), la coincidencia entre los patrones isotopicos
tedricos y experimentales, permite asignar formulas moleculares a las sefiales del espectro de

masas.
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Figura 10. Espectro MALDI-TOF de las fracciones enriquecidas en PLs: fraccion 3 (F3),
lecitina de soya (LS), lecitina de girasol (LG) y L- a- fosfatidilcolina (PC), izq. espectros de masas

en el rango m/z 400-1000, der. patrones isotopicos y estructuras de los PLs mas abundantes.
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Las sefiales correspondientes a PLs, asignadas segun los espectros de masas, se encuentran
reportadas en la Tabla 2 con sus respectivos errores. Las sefiales observadas corresponden a
moléculas protonadas y aductos de sodio con errores en masas inferiores a 16 ppm. Las moléculas
detectadas corresponden en su mayoria a fosfatidilcolinas las cuales se reportan segin la
abreviatura de la molécula unida al grupo fosfato; por ejemplo, PC (18:2, 16:0) hace referencia a
un fosfolipido en donde los dos &cidos grasos presentes en la estructura corresponden a &cido
linoleico y &cido palmitico y el grupo fosfato se encuentra enlazado a una molécula de colina. Este
grupo de fosfolipidos llamados fosfatidilcolinas son reportados en diversos articulos como los PLs
méas abundantes en lecitinas. No se observan otros grupos de fosfolipidos, como
fosfatidiletanolaminas (PE), fosfatidilinositoles (PI), acido fosfatidicos (PA), debido a su baja

concentracion en la muestra.(Petkovi¢ et al., 2001)

Tabla 2
Asignacion en el espectro de masas MALDI-TOF de PLs presentes en la sub-fraccion F3, LS, LG

y PC, respectivamente.

#

Masas Masas Error L,
lon Dobles . Fraccion
enlaces exactas  experimentales  (ppm)

[LPC (16:0)+H"] 0 496.339 496.331 16.1 F3,LS, LG

[LPC (18:1)+H"] 1 522.355 522.350 9.6 F3,LS, LG
[PC (18:2, 16:0)+H"] 2 758.569 758.565 5.3 F3,LS, LG, PC
[PC (18:1, 16:0)+H"] 1 760.585 760.580 6.6 F3, LS, LG, PC
[PC (18:2, 16:0)+Na*] 2 780.551 780.561 12.8 F3, LS, LG, PC
[PC (18:1, 16:0)+Na*] 1 782.567 782.560 8.9 F3,LS, LG, PC
[PC (18:0, 18:0)+Na*] 0 784.582 784.582 5.2 F3,LS, LG, PC
[PC (18:1, 18:0)+H"] 1 788.616 788.619 3.8 F3,LS, LG, PC
[PC (18:0, 18:2)+H"] 2 786.600 786.608 10.2 F3,LS, LG, PC
[PC (18:1, 18:0)+Na*] 1 810.598 810.591 8.6 F3,LS, LG, PC
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La cuantificacion de PLs se realiz6 mediante resonancia magnética nuclear de fésforo (3'P
RMN), es importante aclarar que estos experimentos se desarrollaron usando las lecitinas
comerciales sin lavados con acetona y la sub-fraccion F3 ya que estas fracciones no son solubles
totalmente en las mezclas de solventes propuesta y la solubilidad mejora considerablemente
usando las lecitinas sin previa purificacion. Estas mediciones de RMN son de gran importancia
debido a su selectividad por los ndcleos de 3P pues solo los compuestos que tienen dtomos de
fésforo se observan en el espectro. Por esta razon no existen interferencias por otros lipidos u otro
tipo de compuestos presentes en las mezclas. La concentracion de PLs en las muestras se determind
por medio de curvas con adicion de estandar utilizando TBP como compuesto referencia. Las
curvas de calibracion se construyeron a partir de los datos de integracion del area bajo la curva de
las sefiales de PLs observadas en los espectros y de la concentracion de TBP previamente conocida.
Los desplazamientos quimicos fueron asignados de acuerdo con Cremonini et al.(Cremonini et al.,

2004), la sefial correspondiente a la PC, a campo alto, se tomd como referencia con un valor de 0

ppm.

La Figura 11 muestra los espectros de RMN de !P de la lecitina de soya y el TBP afiadido a
diferentes concentraciones. La curva de calibracion permitié establecer que la lecitina de soya y
girasol comercial analizadas contienen un porcentaje del 27+1.0% y 24+1.0% de PLs,
respectivamente. Estos valores estan por debajo del porcentaje de compuestos insolubles en
acetona que corresponde al 40+2.0% para ambas lecitinas. De esta forma se establece que el
porcentaje de PLs en las lecitinas comerciales analizadas se encuentra por debajo del 40% puesto
que los compuestos insolubles en acetona incluyen ademas de PLs, segun reportes en la literatura,

a carbohidratos, glicolipidos, y carotenoides, entre otros.
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Figure 11. Espectros RMN-2!P de lecitina de soya y lecitina de girasol, usando como estandar

tributilfosfato (TBP).
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En la Figura 12 se reportan los resultados obtenidos para la sub-fraccion F3 en los andlisis de

31P-RMN, que complementan las conclusiones derivadas de los analisis de HPLC y espectrometria

de masas. La 3P-RMN muestra que la sub-fraccion F3 contiene las siguientes familias de PLs:

PA (12%), PG (13%), P1 (20%), LPC (26%) y PC (29%), también se corrobora que la familia de

PC son los compuestos de mayor abundancia en la muestra analizada.

HO. % o™
NP
OH ‘@
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13 %
52 48 44 40 36 32 28 24 20 16 12 08 04 00 -04
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Figure 12. Espectro RMN-3P de extracto PLs del grano de cacao.
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4. Evaluacion de las propiedades emulsificantes de PLs contenidos en Granos de

Theobroma cacao L.

4.1 Introduccion

El estudio de la formacion y la estabilidad de emulsiones son fundamental en el campo de los
coloides y la ciencia interfacial debido a su gran aplicabilidad industrial. Una emulsién consiste
en la mezcla de dos liquidos inmiscibles, uno de los cuales se dispersa con cierta homogeneidad
en el otro (en forma de gotas con ayuda de un emulsificante) de forma tal que es imposible detectar
las fases dispersa y continua a simple vista. Las emulsiones de aceite y agua se pueden clasificar
de acuerdo con la distribucién espacial del aceite y la fase acuosa, de forma tal que la sustancia
que forma gotas se denomina fase dispersa, discontinua o interna, mientras que la sustancia que
forma el liquido circundante se llama fase continua o externa. Un sistema que consiste en gotas
microscapicas de aceite dispersas en fase acuosa es llamado una emulsion de aceite en agua (o/w),
por ejemplo, leche, crema, aderezos, mayonesa, bebidas, sopas y salsas. Por otra parte, productos
como la margarina y la mantequilla son ejemplos de emulsiones agua en aceite (w/0) en donde las
gotas de agua se encuentran dispersas en la fase oleosa.(Adamson & Gast, 1997; McCLmenets,

2010; Tadros, 2005)

Los emulsificantes son moléculas o mezclas de moléculas anfifilicas, utilizadas para formular
emulsiones estables, con capacidad de orientarse de acuerdo con las polaridades de las dos fases
inmiscibles. Estructuralmente los surfactantes tienen una parte polar (hidrofila), con afinidad por

fases acuosas, y una porcién no polar (lipofilica) que puede interactuar con fases organicas (no
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polares).(Cornier & Keck, n.d.; Santos, Trujillo-Cayado, Calero, Alfaro, & Mufioz, 2016; Sjéblom,
2001) Entre los emulsificantes méas utilizados en la industria alimenticia se encuentran las lecitinas,
que son mezclas complejas de fosfolipidos (PLs) y triacilglicéridos (TAGSs) con pequefias
cantidades de carbohidratos, carotenoides, y glicolipidos. Las propiedades de actividad interfacial
de los PLs dependen de caracteristicas moleculares como tamafio del grupo polar y el tamafio y
tipo/ndmero de cadenas alifaticas. Estas caracteristicas definen el parametro de empaquetamiento
(¢) que a su vez depende de area de superficie de las cabezas polares (ao) y del volumen efectivo
(V) ocupado por las colas polares de los PLs en la emulsion. En este sentido, las diferentes familias
de PLs pueden formar una amplia gama de sistemas coloidales como micelas cilindricas
(lisofosfatidilcolinas), liposomas (fosfatidilcolinas), bicapas lipidicas (fosfatidiletaolaminas) y
micelas invertidas (acido fosfatidico). Consecuentemente, las propiedades de las emulsiones
dependen intrinsecamente de las caracteristicas moleculares y de la pureza de el/los compuestos
emulsificantes.(Adamson & Gast, 1997; “Emulsions: making oil and water mix,” n.d.; Gunstone,
2008; Marti-Mestres & Nielloud, 2002; McCLmenets, 2010) Las caracteristicas interfaciales de
un emulsificante pueden ser estudiadas mediante mediciones de angulos de contactos (AC),
calculo del balance hidrofilico/lipofilico (HLB) y determinaciéon de la concentracion micelar

critica (CMC).

El angulo de contacto, que mide el &ngulo formado entre la superficie de un sélido y un liquido,
depende de las fuerzas cohesivas del liquido y de las fuerzas adhesivas entre la superficie solida y
el liquido. El valor del a&ngulo de contacto (AC) permite inferir el tipo de fuerzas que prevalecen
en el sistema y es una medida indirecta del grado de hidrofobicidad o hidrofilicidad del material

solido. Valores de AC entre 0°y 90°, con liquidos polares como el agua, indican alta mojabilidad
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(superficies hidrofilicas), mientras valores entre 90° y 180° revelan baja mojabilidad (superficies
hidrofdébicas).(Calderdn-Vergara, Ovalle-Serrano, Blanco-Tirado, & Combariza, 2019; Kwok &
Neumann, 1999; Zenkiewicz, 2007)Adicionalmente, mediante el calculo de los AC de un sélido
con varios liquidos de referencia es posible calcular el valor de la energia libre superficial (SFE)
y de sus componentes polar y dispersiva. Estos parametros son esenciales para el estudio de las
propiedades interfaciales de s6lidos como la adhesion y la mojabilidad. En esta linea, diversos
investigadores han desarrollado metodologias para la determinacion de SFE de diferentes
materiales usando diferentes aproximaciones para resolver la ecuacion de Young (ys=ysL+yL COS
®) en donde ys. es la SFE de la interfaz sélido-liquido y ysy yL es la SFE del s6lido y del liquido,
respectivamente y ® el angulo de contacto entre el sélido y el liquido. Esta ecuacion describe las
fuerzas en estado de equilibrio de las tensiones superficiales de las fases involucradas en la
medicion (gas, solido, liquido).(Calderon-Vergara et al., 2019; Casillas-1tuarte & Allen, 2009;
Zenkiewicz, 2007) Por ejemplo, Zenkiewicz et al. Muestra un estudio comparativo para la
medicién de SFE de diferentes sélidos usando 3 aproximaciones diferentes para la solucionar la
ecuacion de Young; estas aproximaciones corresponden a: Owens—Wendt (OW, conocido también
como el método Kaelble), Oss—Chaudhury—-Good (vVOCG) y el método de Neuman, estos autores
concluyen que los valores de SFE calculados con el uso de varios métodos presentan errores hasta
del 21 % usando los métodos Neumann y vOCG mientras que entre la diferencia no supera el 3%,
estos resultados permiten concluir que los errores encontrados no dependen solo de errores en las
mediciones de AC sino también de los liquidos usados para determinar este valor.(Zenkiewicz,
2007) Combariza et al. también reporta el uso de otra aproximacion matematica denominada
Owens, Wendt, Rabel and Kaelble (OWKR) para la determinacion de la SFE de materiales

celulosicos antes y después de realizar modificaciones superficiales con grupos aminos, de esta
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manera corroboran la hidrofobizacion que sufre la celulosa luego de modificarla con grupos

aminos en la superficie.(Calderén-Vergara et al., 2019)

Es de gran utilidad determinar previamente las propiedades emulsificantes de una molécula
anfifilica ya que de esto dependera el tipo de emulsién o sistema coloidal que este tendra la
capacidad de formar, en este aspecto William Griffin presenté formalmente el concepto de HLB
en un articulo publicado en el primer volumen del Journal of the Society of Cosmetic Chemists
donde afirmd: “los emulsificantes consisten en una molécula que combina grupos hidrofilicos y
lipofilicos y el equilibrio del tamafio y la fuerza de estos dos grupos opuestos se llama HLB. Por
conveniencia, al saldo efectivo de estos grupos se le asigna un valor numérico”. (Calderén-
Vergaraetal., 2019; Middleton, 1968; Ontiveros et al., 2014; Robbers, J.E; Bhatia, 1961; The HLB
Systema Time Saving guide to emulsifier selection, 1980) Griffin asign6 arbitrariamente valores
de HLB teniendo en cuenta el grado de polaridad de los grupos funcionales de los surfactantes
usados y establecié una escala de 1 a ~20, donde los valores bajos corresponden a compuestos
lipdfilos y a valores por encima de ~10 compuestos hidrofilicos. En particular, Orafidiya et al.
calcularon los valores de HLB de aceites esenciales de eucalipto, lippiay menta (9.8, 12.1y 12.3,
respectivamente) en emulsiones preparadas con mezclas de emulsificantes de valores de HLB
variables ya conocidos (span 80, tween 80).(Orafidiya & Oladimeji, 2002) Por otro lado, Calderon
et al. hallaron el valor tedrico de HLB para nanofibras de celulosa (TOCN) y nano fibras de
celulosa oxidadas (TOCN-P) encontrando un aumento en el valor de 11.04 a11.13 lo cual indica
que el material adquirié mayor hidrofilicidad lo cual le otorga un comportamiento al material como
emulsificante formador de emulsiones o/w segun la escala de Griffin.(Calderon-Vergara et al.,

2019) Adicionalmente, diversos autores han usado este concepto para determinar el grado de
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hidrofobicidad/hidrofilicidad de materiales con resultados que apoyados en ensayos mas técnicos
han permitido confirmar la utilidad préctica de esta escala.(Middleton, 1968; Ontiveros et al.,
2014; Pasquali, Sacco, & Bregni, 2009; Pasquali, Taurozzi, & Bregni, 2008; Robbers, J.E; Bhatia,

1961)

Como se discuti6 anteriormente, aunque las emulsiones son sistemas coloidales homogéneos a
simple vista se pueden desestabilizar a través de diversos procesos termodindmicos como
coalescencia, sedimentacion, floculacion, cremado, hasta la separacion total o parcial de las fases
acuosa/oleosa. ldentificar el tipo de fendmeno dentro de los procesos de rompimiento de
emulsiones es de gran importancia para el desarrollo de nuevos productos y para garantizar su
estabilidad temporal, ante la humedad, y frente a cambios de temperatura 'y presion. Para el estudio
de procesos de desestabilizacion de emulsiones en aplicaciones industriales existen diversos
métodos en donde se destacan: separacion gravitacional, dispersion dindmica de la luz (DLS),
dispersion mdltiple de la luz (MLS), resonancia magnética nuclear (RMN), dispersién de la luz
electroforética (ELS), entre otros.(McClements, 2007) MLS, en particular, utiliza una fuente de
infrarrojo cercano (NIR) (A=880 nm) ampliamente usada en el estudio de la estabilidad de diversos
sistemas coloidales, entre ellos emulsiones directas e inversas.(Dufour et al., 2010; Juyal, Ho, Yen,
& Allenson, 2012; Kang, Guo, Fan, Meng, & Li, 2012; Zequan, Xue, & Qiang, 2014) Usando esta
herramienta, Wanli Kang et al. estudiaron emulsiones sintéticas de crudos pesados con adicion de
un polimero y un surfactante comercial no mencionado, en donde gracias a los perfiles de cinética
de estabilidad usando el BS de las mediciones, pudieron determinar que las emulsiones
presentaron mayor estabilidad al aumentar la concentracion de polimero/tensioactivo, en donde el

polimero aporta elasticidad al sistema y el surfactante logra disminuir la tension superficial de
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manera eficiente.(Kang et al., 2011) Por otro lado, Santos et al. desarrollaron emulsiones a partir
de N,N-dimetil decanamida (AMD-10)/D-limoneno y un surfactante no iénico derivado del grano
de cacao (Levenol C-201TM) como surfactante para el potencial desarrollo de agroquimicos, los
perfiles de luz retrodispersada o backscatering (BS) arrojados por los analisis MLS permitieron
determinar que la presién adecuada para el proceso de microfluidizacion usado fue de 1034 bar,
ya que bajo esta formulacién se obtuvo una emulsion con ausencia de formacion de cremado y una

coalescencia baja.(Santos et al., 2016)

En resumen, este capitulo muestra los resultados de experimentos fisicoquimicos relacionados
con la determinacion de la capacidad emulsificante de PLs contenidos en granos de cacao (Var.
CCNBb51). El extracto de PLs evaluado fue obtenido realizando un proceso de desgomado acido de
la manteca de cacao extraida originalmente mediante una extraccion Soxhlet. La composicion de
los PLs producto del desgomado, por espectrometria de masas MALDI, es similar a la de la sub-
fraccion F3 reportada en el capitulo anterior. El extracto del desgomado acido de la manteca de
cacao y las lecitinas comerciales de soya y girasol se sometieron a ensayos para medir el valor de
sus AC con respecto a agua y glicerol. También se evalud el desempefio de estos materiales como
emulsificantes en la formacién y estabilidad de emulsiones modelo usando aceite de girasol, agua
Tipo I. Los resultados de estabilidad permitieron demostrar la capacidad emulsificante de los
extractos de PLs obtenidos de manteca de cacao son comparables con los resultados obtenidos

usando lecitinas comerciales.



FOSFOLIPIDOS PRESENTES EN EL GRANO DE THEOBROMA CACAO L. (Var. CCN51) 58

4.2 Metodologia

Desgomado &cido de manteca de cacao

Para el proceso de desgomado acido, a 100 g de manteca de cacao (obtenida por extraccion
Soxhlet (Hep-MeOH 2:1 v/v)) fundida a 70 °C se le agregaron 2 mL de una solucién de acido
citrico al 50 % p/p, la mezcla se sometié a agitacion y calentamiento por 15 minutos y
posteriormente se neutraliz6 usando una soluciéon 0.1 M de NaOH hasta alcanzar un pH de 6.8.
Luego, se adicionaron 5 mL de H2O y se dejé en agitacion durante 2 minutos para finalmente
separar las fases por centrifugacion a 5000 rpm 45 °C durante 30 minutos. La fase acuosa
(sobrenadante) contiene el extracto de PLs. Este proceso es similar a los procesos patentados de
purificacion de aceites vegetales (soya, girasol, etc.) implementados en la industria para la
eliminacién de PLs y otros compuestos indeseables en el producto final.(4049686, 1985; 6441209

B1, 2002; WO2000034292A1, 2000)

Medicién de angulos de contacto

Las mediciones de angulo de contacto (AC) se realizaron en un sistema de medicién de angulos
de contacto Dataphysics OCA 15 EC, equipado con una cdmara CCD video camera con una
resolucion de 752 x 582 megapixeles y una jeringa dispensadora manual (MS) o electrénica ES/2-
D. Como superficie sélida para depositar la muestra de PLs se utilizaron placas de vidrio las cuales
fueron sometidas a un proceso de limpieza previa con una mezcla de H2SO4+H202 (3:1 v/v)
durante media hora y se dejaron secar en un horno durante 24 horas a 40 °C. Posteriormente las
muestras de lecitina de soya, lecitina de girasol y el extracto de PLs disueltas en Hep:IPA (98:2

v/v) a una concentracion de 1 % p/v se pusieron sobre el vidrio utilizando el método drop-casting
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para depositar una fina capa del material. Los ACs de las muestras se midieron con agua y glicerol,
las imégenes obtenidas fueron procesadas usando el Software SCA 20.
Determinacion de HLB

Este valor se determin6 usando un método tedrico y otro experimental propuesto por Griffin et
al. Para la preparacion de muestras se utilizaron dos emulsificantes industriales llamados Tween
80 y Span 80 con valor de HLB correspondientes a 15 y 4,3, se utilizaron diferentes proporciones
de cada emulsificante para obtener valores de HLB intermedios (tabla 3). Posteriormente se
prepararon emulsiones modelo usando 5% de emulsificantes usando cada una de las mezclas de
preparadas a partir de Tween y Span. Por otro lado, se formaron emulsiones modelo usando las
mismas condiciones anteriores usando LS, LG y PLs extraidos de granos de cacao.

Tabla 3

Mezclas de emulsificantes utilizadas para la determinacion de HLB.

Muestra Mezcla emulsificante HLB
Span 80 Tween 80 calculado
1 100% - 4.30
2 87% 13% 5.69
3 68% 32% 7.72
4 48% 52% 9.86
5 28% 72% 12.00
6 6% 94% 14.35
7 - 100% 15.00

Preparacion de emulsiones
Las emulsiones fueron preparadas usando aceite de girasol como fase oleosa, agua tipo | como
fase acuosa y lecitina de soya/extracto de PLs como emulsificantes. Para asegurar la ausencia de

PLs en la fase oleosa de la emulsion, se eliminaron las moléculas polares con actividad superficial
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contenidas en el aceite comercial de girasol utilizando silicato de magnesio (Mg3SisO10(OH)2, 4
% p/p) como adsorbente. La mezcla aceite:MgsSisO10(OH)2 se sometio a agitacion en un vortex a
800 rpm durante 30 minutos, el solido con el contenido del materiales activos de superficie se

elimino por centrifugacion a 2700 rpm 26 °C durante 30 minutos.

Las emulsiones modelo se prepararon utilizando diferentes proporciones de aceite/agua (60:40,
70:30 y 80:20) y de agente emulsionante (1 %, 2 % y 3 % p/p) (Figura 13). En todas las mezclas
se utiliz6 azida de sodio NaNz (0.02 %) como agente antimicrobiano. Las mezclas
aceite/agua/emulsificante se colocaron en un vial de 20 mL y se sometieron a radiacién ultrasénica
utilizando un generador de ultrasonido (Sonics Materials VCX-750-220, Thermo Fisher Scientific,
Madrid, Espafia) operado a una potencia de 750 Watts y frecuencia de 20 kHz, A:35 %, pulsos 5:5
segundos. El tipo de emulsion formada se establecié mediante ensayos de mojabilidad en agua y
aceite. Todas las emulsiones preparadas se dispersaron facilmente en aceite, por lo que se catalogan

como wi/o.
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750 Watt, 20 kHz, A:35 %,
pulsos 5:5 segundos

Agua tipo |

Figura 13. Preparacion de emulsiones modelo.

Mediciones de estabilidad de emulsiones

Una vez formadas, las emulsiones se llevaron al equipo Turbiscan Lab instrument
(Formulaction, L’Union, France) para seguir la dinamica del sistema durante 90 minutos; cada
analisis se realizd por triplicado. Estos analisis permitieron obtener datos de estabilidad
correspondientes a perfiles de transmitancia y retrodispersion en funcion del tiempo y de la altura
del vial contenedor del sistema emulsificado, estos datos fueron graficados usando OriginPro 9.0

y son mostrados a continuacion.
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4.3 Discusion de Resultados

Los experimentos analiticos mostrados en el capitulo anterior indican la presencia y las
caracteristicas estructurales de fosfolipidos presentes en manteca de cacao proveniente del grano
de la Var. CCN51 analizada, estos resultados dan lugar a una segunda etapa de analisis donde se
hace necesario el uso de mayores cantidades de muestra para el desarrollo de los experimentos
aqui planteados. Sin embargo, dichas cantidades no son suficientes ni eficientemente obtenidas
mediante la metodologia propuesta en el cap. 1, esto debido al alto uso de solventes y de SiOa.
Por esta razdn, en esta seccion el extracto de PLs se obtuvo mediante un proceso de desgomado
acido de manteca de cacao tal y como se ilustra en la Figura 14. Este proceso consistio en fundir
la manteca de cacao obtenida por prensado en la empresa Nextcoa SAS. Cuando el extracto lipidico
obtenido fue fundido se obtuvo una “espuma o goma” en la parte superior del vial, que contiene
PLs hidratables que suben a la interfaz aceite/aire (Figura 14, a y b). Normalmente, esta goma
contiene ~ 90 % de los PLs presentes en los aceites vegetales extraidos industrialmente.(5166376,
1992; 5248799, 1993) Seguidamente, se adicionaron 2 mL de &cido citrico (50% p/p) a la muestra
de manteca fundida para convertir los fosfolipidos no hidratables (NPH) en moléculas con mayor
solubilidad en agua, estos NPH corresponden a PLs parcialmente hidrolizados que se encuentran
en forma de sales de Ca, Mg y Fe las cuales poseen mayor solubilidad en el aceite que en la fase
acuosa, por lo tanto al adicionar el acido se logra disociar al PL en a su forma &cida (acido
fosfatidico) y en una sal metalica (esquema 1).(4049686, 1985; 6426423 B1, 2002; 6441209 B1,

2002; 5166376, 1992)
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Esquema 1. Reacciones involucradas en el proceso de desgomado &cido.(4049686, 1985)

Posteriormente, se realiz6 neutralizacion con NaOH en una concentracion menor a la del acido
citrico para evitar reacciones de saponificacion indeseadas en el proceso (Figura 14c), con este
proceso de neutralizacion se logra obtener sales de Na* con los PLs (fosfolpipido hidratable)
permitiendo que estas moléculas migren a la fase acuosa y puedan ser separadas de la manteca de
cacao. Luego de que el sistema alcanzara un pH de 6.8 se procedié a afiadir 5 mL de agua tipo |
bajo agitacion constante. La fase acuosa fue recuperada por centrifugacion y liofilizada para
obtener el extracto concentrado de PLs (Figura 14d).(4049686, 1985; 6426423 B1, 2002; 6441209
B1, 2002; W0O2000034292A1, 2000; 5166376, 1992; 5248799, 1993) Este extracto fue también
caracterizado usando espectrometria de masas MALDI para corroborar que su composicion

molecular fuese similar al de la sub-fraccion F3 discutida en el capitulo anterior.
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Manteca de cacao 1. Manteca de cacao fundida 2. Acido citrico 50 % (p/p)/ .
T ambiente T=70°C 3. Neutralizacion con NaOH 0.1 M 4. Material
centrifugado

Figura 14. Proceso de extraccion de PLs de una muestra de manteca de cacao, utilizando el

método del desgomado &cido.

En la Figura 15a se observa el espectro de masas MALDI de la muestra de PLs obtenida
mediante el método de desgomado, a partir de manteca de cacao. Adicionalmente la figura 15b
muestra una tabla comparativa de los PLs observados tanto en la sub-fraccion F3 descrita en el
capitulo anterior como la fraccion PLs obtenida por desgomado &cido. Estos andlisis confirman
que la composicién molecular de las fracciones analizadas es idéntica teniendo en cuenta las
sefiales observadas en el espectro de masas correspondientes a moléculas protonadas y aductos de
sodio de PCs. De esta manera se procedio a realizar los experimentos mostrados a continuacion
usando la fraccion de PLs obtenida mediante el proceso de desgomado garantizando la similitud

de la composicion quimica de las muestras comparadas.
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496.339 [LPC (16:0)+H*] X X
522.355 [LPC (18:1)+H*] X X
758.569 [PC (18:2, 16:0)+H*] X X
760.585 [PC (18:1, 16:0)+H*] X X
780.551 [PC (18:2, 16:0)+Na*] X X
782.567 [PC (18:1, 16:0)+Na*] X X
784.582 [PC (18:0, 18:0)+Na*] X X
788.616 [PC (18:1, 18:0)+H*] X X
786.600 [PC (18:0, 18:2)+H*] X X
810.598 [PC (18:1, 18:0)+Na*] X X

Figura 15. a. Espectro de masas MALDI-TOF de fraccion de PLs obtenidos del desgomado
acido de la manteca de cacao b. tabla de composicion comparativa entre la subfraccion-F3 y PLs

obtenidos del desgomado acido.
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Es indispensable aclarar que las muestras analizadas en este capitulo corresponden a lecitinas
comerciales completas sin proceso de purificacion. Por lo tanto, una vez confirmada la identidad
de los compuestos presentes en la fraccion obtenida por desengomado de la manteca de cacao
rotulada como PLs, se procedié a determinar sus propiedades fisicoquimicas. En esta linea, el
angulo de contacto es una medida del &ngulo formado entre la superficie de un sélido y un liquido,
éste depende de las fuerzas cohesivas del liquido y de las fuerzas adhesivas entre la superficie
solida y el liquido. El valor del angulo de contacto (AC) permite inferir el tipo de fuerzas que
prevalecen en el sistema analizado, siendo esto una medida indirecta del grado de hidrofobicidad
o hidrofilicidad del sélido, en donde a valores entre 0° y 90° indica alta mojabilidad y a valores
entre 90° y 180° baja mojabilidad de la superficie.(Calderén-Vergara et al., 2019). Estas
mediciones se llevaron a cabo usando una superficie de vidrio la cual fue sometida a un proceso
de limpieza con H202/H2SO4 en donde se eliminan residuos para posteriormente dispersar las
muestras a analizar correspondientes a: lecitina de soya, lecitina de girasol y extracto de PLs del

cacao, estas placas se dejaron secar a 40 °C durante 24 horas.

Una vez preparadas las superficies con las muestras de interés se realiz6 la medicion de angulos
de contacto estatico usando dos liquidos de referencia H.O y C3HgOs. La Figura 16 muestra los
angulos de contactos de los liquidos mencionados sobre las peliculas de las muestras de interés
(LS, LG y PLs). Las muestras LS y LG presentan gran similitud en los valores de AC
correspondientes a 38.6, 23.4 y 76.9, 88.5 para agua y glicerol, respectivamente. Mientras que el
extracto de PLs presenta valores mucho mas elevados mostrando baja mojabilidad del liquido
sobre la superficie. Estos resultados pueden deberse a diferentes razones, es importante recordar

que el porcentaje de compuestos insolubles en acetona de las lecitinas comerciales fue de ~40%,
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mientras que para el extracto obtenido de granos de cacao fue del 29% indicando esto de manera
indirecta que la muestra PLs obtenida mediante desgomado acido presenta un menor contenido de
las moléculas anfifilicas de interes. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que los TAGs que
estan presentes en las muestras tratadas son de diferentes caracteristicas estructurales, como se
puede evidenciar en los resultados MALDI-TOF mostrados en el capitulo anterior, claramente se
pude distinguir que los TAGs presentes en aceites comerciales presentan mayor contenido de
acidos grasos insaturados, mientras que la manteca de cacao esta enriquecida en acidos grasos
saturados lo cual influye drasticamente en las interacciones existentes en las mezclas.(Bultt,

Capella, Kappl, & Avogadro, 2005)

H,0 C,H,0,

52.8° 38.6°

Superficie de vidrio/Referencia

Lecitina de soya

23.4° 78.4°
Lecitina de girasol

Extracto PLs de cacao

Figura 16. Angulos de contacto de lecitina de soya (LS), lecitina de girasol (LG) y extracto de

PLs de la manteca de cacao.
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El valor de HLB fue determinado de manera teodrica y experimental segln el método de Griffin
et al. que define una escala de 0 a 20, asignando valores bajos para compuestos hidrofobicos y
valores altos para compuestos hidrofilicos. Debido a que cada muestra se compone de varios
compuestos, el calculo de HLB se baso en una regla de mezclas en donde se multiplica fracciones
maésicas con el HLB de cada compuesto como se define a continuacion:
HLB, = Y;X;x *HLB; Vk Ec. 2
Donde k = {LS,LG,LC}, X;, es un parametro que contiene la fraccion masica de cada
compuesto i en la muestra k, y HLB; es el HLB de cada compuesto i calculado por el método de
Griffin. Por otro lado, el método experimental usando la metodologia anteriormente expuesta
permitié determinar que el valor de HLB para los emulsificantes son ~ 4,5. Este valor fue
corroborado por los calculos tedricos en donde ambos métodos permiten inferir que los
emulsificantes estudiados (LS, LG y PLs de cacao) corresponden a emulsificantes que pueden dar

lugar a la formacion de emulsiones w/o segun la escala mostrada en la figura 17.

Tabla 4 Valores de HLB calculados para LS, LG y PLs de cacao.

Compuesto HLB Teorico* HLB Exp.
LS 4.14 ~4,5
LG 4.13 ~4,5

PLs cacao 3.92 ~45
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18
- Agente solubilizantes (15-18)
15
Hidrofilico Detergentes (13-15)
12
Agentes emulsificantes o/w (8-16)
9 .
Agentes dispersantes
----------- 6
Agentes emulsificantes w/o (3-6)
- - B 3
Hidrofobico Antiespumantes (2-3)
0

Figura 17. Escala de HLB para emulsificantes.

Evaluar la estabilidad de las emulsiones modelo es de gran importancia para establecer el papel
de los extractos de PLs de manteca de cacao en la formacién y estabilizacion de sistemas
coloidales. Las mediciones de estabilidad de las emulsiones se realizaron en el Turbiscan Lab
Instrument que utiliza dispersion multiple de luz (MLS, Multiple Light Scattering) para determinar
cambios en las propiedades de dispersion y transmision de luz en muestras liquidas. La técnica
utiliza una fuente de luz en el infrarrojo cercano (NIR, A=880 nm) que interactiia con la muestra
via transmisién (en caso de muestras transparentes) o dispersion (en caso de muestras opacas). Los
cambios en la intensidad de la radiacion retrodispersada (BS) o transmitida (T) se monitorean por
detectores ubicados en angulos de 135° y 0° con respecto al vial que contiene la muestra, tal y
como se muestra en la Figura 17 a. Los datos de dispersion o transmision de radiacidn se adquieren
en funcién del tiempo, de forma tal que mediante analisis estadistico es posible determinar

propiedades de estabilidad cinética del sistema coloidal. Los posibles procesos fisicoquimicos de
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desestabilizacion de emulsiones y sus perfiles cinéticos, en términos de cambios en la intensidad
de la radiacién retrodispersada %BS considerando que las emulsiones son sistemas opacos, se

observan en la Figura 18.
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Figura 18. a. Principio de operacion de las mediciones de transmision y retrodispersion.
Diferentes procesos termodinamicos de desestabilizacion de emulsiones b. emulsion estable, d.

coalescencia/floculacion, d. cremado, e. sedimentacion.
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Los perfiles de ABS (%) proporcionan informacion acerca de los fendmenos de
desestabilizacion que se presentan en el sistema coloidal estudiado. Las curvas de ABS (%), que
se observan en la Figura 18, permiten determinar qué procesos termodinamicos desestabilizan el
sistema en funcion del tiempo y de la altura del vial. La figura 18 muestra las diferencias que
existen entre las curvas que describen una emulsion estable, figura 18b, en donde se ilustra un
proceso sin variaciones en las curvas a lo largo de vial y al transcurrir el tiempo del anélisis.
Comparado esta emulsion estable con una emulsion que presenta aumento en el tamafio de
particulas, como sucede en el caso del fenébmeno de coalescencia y flocuacion, estos procesos se
evidencian en la variacién del valor de BS en todo el vial a través del tiempo mostrando una curva
similar a la mostrada en la figura 18c. Es importante resaltar que esta variacion puede ser una
disminucion o aumento en funcion del tiempo y que esto depende si el tamafio inicial de las
particulas es mayor o menor a la longitud de onda usada en la medicidn. Por otro lado, también se
pueden observar fendmenos de cremado (figura 18d) en donde se presentan acumulacion de
particulas en la parte superior del vial en caso de que la fase dispersa (gotas) tengan una densidad
mas baja que la fase continua de la emulsion, esto hara que haya un aumento en el BS en la parte
superior del vial y una disminucion en la parte inferior debido al proceso de clarificacion de la
emulsion. Lo contrario sucede en los procesos de sedimentacion en donde el aumento de BS se
produce en la parte inferior del vial ya que la densidad de la fase dispersa es menor que la de la
fase continua (emulsiones w/0).(Giraldo-Davila, Chacon-Patifio, McKenna, Blanco-Tirado, &
Combariza, 2017; Juyal et al., 2012; Kang et al., 2012; Mengual, 1999; Protocol, 2013b, 2013a;

Zequan et al., 2014)
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La Figura 19 muestra los perfiles de ABS para dos emulsiones, 60:40 y 80:20 aceite/agua con
1% y 3% de LS, respectivamente, que a simple vista presentan alta y baja estabilidad, con sus
respectivos blancos de referencia. Blancos de referencia refiere a una mezcla de aceite/agua (en la
proporcion respectiva) méas azida de sodio sin adicion de emulsificante, estos blancos fueron
sometidos a los mismos procesos de ultrasonido y parametros de analisis en el Turbiscan descritos
previamente para las demas muestras. En el caso de las emulsiones con una proporcion 60:40, el
blanco de referencia muestra procesos de coalescencia/floculacion con valores de retrodispersion
entre -60<BS<20 mostrando un marcado aumento de este parametro en la zona de la interfaz
ubicada entre el 20-40% de contenido del vial, es importante tener en cuenta que los procesos de
floculacion y coalescencia son claramente procesos termodinamicos diferentes, sin embargo MLS
distingue solamente el aumento en el tamafio de particulas dispersas en la emulsién impidiendo
identificar qué proceso estéa sucediendo exactamente. Por otro lado, la adicién de emulsificante al
sistema permitio la formacion de una emulsion estable en donde se pueden observar pequefios
procesos de sedimentacién (zona superior del vial) y clarificacion (zona inferior del vial) con
valores bajos de BS comprendidos entre -10<ABS<3 para las dos concentraciones evaluadas. Por
su parte, el blanco de referencia para la proporcion aceite/agua 80:20 presenta un comportamiento
similar al blanco 60:40, pero con aumento de BS entre el 10-25% del contenido del vial y con
rangos de retrodispersion entre -60<ABS<60, la adicion de emulsificante en ambas
concentraciones del 1% y 3% muestran diversos procesos termodindmicos de inestabilidad a traves
del tiempo y a lo largo del contenido del vial correspondientes a fenomenos de
coalescencia/floculacion y sedimentacion. Con estos resultados se puede confirmar que las

emulsiones con mejores condiciones de estabilidad, teniendo en cuenta tanto los valores de indice
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de inestabilidad como los perfiles de retrodispersion, corresponden a las emulsiones preparadas

con proporcion de aceite/agua de 60:40 con concentraciones de 1%, 2%y 3%.
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Figura 19. Perfiles de retrodispersion (ABS) de emulsiones mas estables (60:40 aceite/agua) e

inestables (80:20) con LS como emulsificante.

Por otra parte, el indice de inestabilidad (ecuacion 1) es una forma adicional y conveniente para

analizar la dinamica de los procesos de agregacién y la estabilidad de las emulsiones. El I; es un
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pardmetro estadistico derivado del analisis de variaciones en la intensidad de retrodispersion (BS;)

de la muestra dividido por el nimero de monitoreos realizados (n).

indice de inestabilidad (Ii) = 2o|BSi~BSi-al Ec. 1

n

La Figura 20 muestra el comportamiento de indice de inestabilidad de emulsiones aceite/agua
60:40, 70:30 y 80:20 con tres concentraciones diferentes de LS (1, 2 y 3 %). Los anélisis de
dispersibilidad de estas emulsiones demuestran que son del tipo w/o. Es importante resaltar que
solo se pueden establecer comparaciones entre sistemas con un contenido de agua y aceite similar,
ya que variaciones en los volimenes de las fases pueden alterar los resultados en las mediciones.
Como se puede observar la Figura 20a muestra que la LS de soya permite la formacion de
emulsiones estable durante el tiempo de medicion (90 minutos) con indice de inestabilidad maximo
alrededor de 4 para las tres concentraciones de emulsificante (1%, 2% y 3%). Por otro lado, la
figura 20b (proporcién 70:30 aceite/agua) muestra un comportamiento diferente en donde la
cantidad de emulsificante usado si influye en la estabildad de las emulsiones mostrando un menor
valor maximo en el indice de inestabilidad para la emulsidn con 2% de LS, seguido de la emulsion

con 3% y 1%, correspondientes a valores de 2, 5y 12, respectivamente.

Podria intuitivamente pensarse que a mayor cantidad de emulsificante mayor sera la estabillidad
de la emulsién, pero por el contrario la emulsion con mayor cantidad de emulsifante no sigue este
comportamiento, esto podria deberse a que parametros como la concentracion maxima a la cual
posee alta eficiencia el emulsificante juega un papel importante en la estabilidad de emulsiones,

esta medida es Ilamada concentracién micelar critica (CMC). La CMC es el punto a partir del cual
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la concentracion del emulsificante en la emulsion permite la formacion de agregados micelares
que pueden dar lugar a la desestabilizacion de la emulsion.(Dominguez, Fernandez, Gonzalez,
Iglesias, & Montenegro, 1997) Por su parte, la figura 20c no muestra una tendencia que permita
entender los fendmenos termodindmicos que sufre la emulsion entorno a la variacién de
emulsificante puesto que todas las emulsiones presentan un comportamiento mayor TSI que el
blanco correspondiente a la linea negra, este comportamiento puede atribuirse a la baja cantida de
agua contenida en la emulsion presentandose fenémenos de agregacion incluso al usar desde un

1% de LS.
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Figura 20. Emulsiones w/o 60:40, 70:30 y 80:20 aceite/agua con lecitina de soya al 1% 2%y

3% m/m.
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Con toda la caracterizacion molecular establecida para los PLs contenidos en LS y en el extracto
obtenido de granos de cacao, sumado a la evaluacién en la actividad emulsificante de la LS en la
formacion de las emulsiones modelo mostradas se procedio a formar emulsiones con el extracto
de PLs de interés bajo las mejores condiciones establecidas para las emulsiones formadas con LS
correspondientes a la proporcion agua aceite 60:40 y 1% y 3% de emulsificante. La figura 21
muestra los resultados obtenidos tanto en el comportamiento del indice de inestabilidad como para
los perfiles de BS para emulsiones 60:40 aceite/agua y 1% y 3% con extracto de PLs como
emulsificante. Las curvas de indice de inestabilidad vs tiempo, de ambas emulsiones con contenido
de PLs, muestran una evidente estabilizacion con valores méximos de 3 y 7 respecto al blanco de
referencia con un valor méximo de 37 durante los 90 minutos de las mediciones. Los perfiles de
BS muestran también procesos de estabilizacion de las emulsiones gracias a la adicion del extracto
de PLs, con valores en un rango -12<ABS<12 frente a valores entre -60<ABS<60 del blanco de

referencia.
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Figura 21. Resultados de estabilidad usando MLS de Emulsiones w/o con extracto de PLs de

granos de cacao.
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Finalmente, con el fin de determinar la posible actividad emulsificante del material solido
(cocoa) previamente deslipificado se realizaron ensayos preliminares mostrados en la figura 22,
en donde se muestra que si existe un proceso de estabilizacién de emulsiones a través de
emulsificacion tipo pickering tanto en los valores con indice de inestabilidad como en los perfiles
de BS. Sin embargo, es importante resaltar que los perfiles de BS refieren procesos inestabilizacion
floculacion y coalesencia con rangos -15<BS<15 siendo estos valores significativamente menores
que los mostrados por el blanco de referencia mostrado en la linea punteada negra. Estos resultados
iniciales permiten dar lugar al estudio a profundidad en la formacion de emulsiones tipo pickering

a partir de cocoa sin contenido de manteca de cacao.
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Figura 22. Resultados de estabilidad usando MLS de Emulsiones w/o con cocoa

deslipificada.
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5. Conclusiones

Los anélisis de HPLC permitieron identificar las muestras enriquecidas en TAGsS,
correspondientes a las sub-fraccion F1, F2 teniendo como referencia AG, y a la sub-fraccion F3
con contenido de PLs con LS, LG y L-a- fosfatidilcolina como estandares comerciales y analitico,
respectivamente. Los analisis MALDI-TOF y de 3!P-RMN determinaron que las familias mas
abundantes son las correspondientes a PC en las tres muestras principales estudiadas (LS, LG y
PLs). Adicionalmente, los resultados de 3'P-RMN establecieron que las familias contenidas en la
sub-fraccién F3 corresponden a PA (12%), PG (13%), Pl (20%), LPC (26%) y PC (29%), es
importante resaltar que solo la subfraccion F3 presenta contenido de PG en comparacién con las
lecitinas comerciales estudiadas. Por su parte, los andlisis de estabilidad realizados en el Turbiscan
permitieron determinar que las condiciones de mayor estabilidad para la formacion de emulsiones
w/o con LS fueron 60:40 aceite/agua con 1%, 2% y 3% de emulsificante comercial. Estas
condiciones se replicaron usando el extracto de PLs obtenido de granos de cacao y los resultados
mostraron que el extracto posee alta afectividad estabilizante de emulsiones w/o, tanto el indice de
inestabilidad como los perfiles de BS evidenciaron el proceso de estabilizacion de las muestras
frente a los blancos de referencia. En resumen, esta investigacion permite concluir que los PLs
contenidos en granos de Theobroma cacao L. (Var. CCN51) presentan una efectiva actividad
emulsificante en la formacion de emulsiones w/o, incluso este comportamiento es comparable al
de las lecitinas de soya y girasol debido a la similitud en su composicién quimica estructural de
los PLs contenidos en estas mezclas. Los resultados mostrados en este trabajo de investigacion
permiten dar lugar a maltiples desarrollos en la linea de investigacion de emulsificantes con el fin

de eventualmente dar aplicaciones a estas moléculas anfifilicas en usos particulares como la
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formulacién de productos cosméticos basados en sistemas coloidales formados a partir de PLs

presentes en granos de cacao colombiano.
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