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Resumen

Titulo: Evaluacion de las propiedades emulsificantes de mezclas de fosfolipidos aislados de
Theobroma cacao L.*

Autora: Laura Alejandra Paiba Arias

Palabras Clave: Manteca de cacao, fendmenos interfaciales, mecanismos de estabilidad, lecitina,
fosfolipidos, emulsion w/o.

Descripcion: Los fosfolipidos (PLs) son los principales constituyentes de los surfactantes
alimenticios comerciales como las lecitinas de soya y girasol. Estos compuestos se encuentran
también en otras semillas oleosas como las del grano de Theobroma cacao L. En este proyecto se
extrajeron y caracterizaron mezclas de PLs presentes en manteca de cacao mediante el método de
desgomado &cido modificado. Los analisis moleculares por espectrometria de masas muestran
similitudes entre la composicion de PLs de granos de cacao con la de lecitinas comerciales. Los
PLs detectados en mayor proporcion incluyen fosfatidilcolina (PC), fostafitiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI), acido fosfatidico (PA) y fostatidilserina (PS). Las propiedades surfactantes
de los PLs de grano de cacao se estudiaron y compararon con las de lecitina de girasol mediante
la formacion de emulsiones de aceite y agua asistidas por ultrasonido. Se desarroll6 una emulsion
estable compuesta de 70-30 %v/v aceite-agua, enriquecida con 3 %p/p de extractos purificados de
PLs de manteca de cacao. Esta emulsion demostrd poseer un tamafio de particula promedio
comparable al obtenido con lecitina de girasol, y significativamente mas pequefio que el de la
emulsion denominada como blanco. Ademas, exhibié una menor tension interfacial y un indice de
estabilidad (TSI) reducido, lo que sugiere una disminucion en la separacion de fases de las
emulsiones. Estos hallazgos indican que los extractos enriquecidos de PLs obtenidos del grano de
T. cacao L. pueden ser empleados eficazmente como emulsionantes w/o en la industria, brindando
de esta manera un valor agregado al cacao.

3 Trabajo de Grado

% Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica.
Directora: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, Ph.D en Quimica.
Codirector: Luis Miguel Diaz Sanchez, M.Sc. en Quimica.
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Abstract

Title: Evaluation of emulsifying properties of phospholipid isolated mixtures from Theobroma
cacao L.A

Author: Laura Alejandra Paiba Arias®$

Keywords: Cocoa butter, Interfacial phenomena, Stability mechanism, Lecithin, Phospholipids,
w/o Emulsion.

Description: Phospholipids (PLs) are the main constituents of commercial food surfactants such
as soybean and sunflower lecithins. These compounds are also found in other oily seeds, such
as those of Theobroma cacao L. In this project, mixtures of PLs present in cocoa butter were
extracted and characterized by the modified acid degumming method. Molecular analysis by mass
spectrometry showed similarities between the composition of cocoa bean PLs and commercial
lecithins. The PLs detected in higher proportion include phosphatidylcholine (PC),
phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylinositol (PI), phosphatidic acid (PA), and
phosphatidylserine (PS). The surfactant properties of cocoa bean PLs were studied and compared
with those of sunflower lecithin by ultrasound-assisted formation of oil-water emulsions. A stable
emulsion composed of 70-30 %v/v oil-water, enriched with 3 %w/w of purified PLs extracts of
cocoa butter, was developed. This emulsion proved to possess an average particle size comparable
to that obtained with sunflower lecithin and significantly smaller than that of the emulsion named
blank. In addition, it exhibited lower interfacial tension and a reduced stability index (TSI),
suggesting a decrease in phase separation of the emulsions. These findings indicate that PL-
enriched extracts obtained from T. cacao L. beans can be effectively employed as w/o emulsifiers
in the industry, thus providing added value to cocoa.

3 Degree Work

¥ Faculty of Sciences, Chemistry School.
Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez, Ph.D in Chemistry.
Codirector: Luis Miguel Diaz Sanchez, M.Sc. in Chemistry.
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Introduccion

La especie Theobroma cacao L. (cacao), nhombrada cientificamente por el sueco Carl
Nilsson Linnzus en el siglo XVIII (Cinar et al., 2021; Delgado-Ospina et al., 2021), es nativa de
Suraméricay crece en promedio 5 m de altura, con frutos de 10-30 cm de largo y 7-10 cm de ancho
(Caligiani et al., 2015). Existen tres cultivares principales de Theobroma cacao: Criollo, Forastero
y Trinitario. Independientemente del cultivar, los frutos de cacao son la Unica parte del cultivo con
valor econdémico porgue a partir de ellos se producen los granos de cacao (Caligiani et al., 2015).

El uso del cacao como materia prima esta en constante expansion. Africa es el mayor
productor mundial de cacao, representando el 73 % de la produccion mundial (Arvelo et al., 2017;
Millena et al., 2023). Suramérica aporta el 17 %, ocupando Colombia el cuarto lugar, por detras
de Ecuador, Brasil y Peru, siendo el departamento de Santander el mayor contribuidor, con el 42
% de la produccion total nacional de cacao (Arvelo et al., 2017; United States Department of
Agriculture - USDA, 2022; Vergara-Mendoza et al., 2022).

Los granos de cacao contienen grasas, carbohidratos, proteinas, vitaminas, minerales,
polifenoles y metilxantinas (Borja Fajardo et al., 2022). EI componente méas abundante del grano
de cacao es la manteca, que oscila entre el 50-58 % del peso seco del grano. Debido a sus
propiedades fisicoquimicas, la manteca de cacao se utiliza ampliamente en la industria cosmeética,
farmacéutica y alimenticia. Conformada por méas del 97 % de glicerolipidos del tipo
triacilgliceroles (TAGS), la manteca de cacao también contiene di/monoglicéridos, glicolipidos y
fosfolipidos (PLs). La distribucién de estos componentes en la manteca depende de factores como
la variedad del cacao, la edad del cultivo, esquema de fertilizacion, madurez del fruto y las

condiciones ambientales (Borja Fajardo et al., 2022; Codini et al., 2014).

0
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Las lecitinas son emulsificantes cuyo componente mayoritario son los fosfolipidos y se
utilizan ampliamente en la industria, especialmente la lecitina de soya y de girasol(Topuz et al.,
2021). Los PLs son moléculas anfifilicas, conformadas por un esqueleto de glicerol unido a dos
acidos grasos (cola lipofilica) y una fraccion de acido fosforico, -grupo fosfato- (cabeza hidrofilica
polar), que puede ir unido a otro grupo, como en la colina o etanolamina (McClements & Gumus,
2016; Perazzo et al., 2021; van Nieuwenhuyzen, 2010).

Debido a la creciente demanda de productos comerciales que contienen estos
emulsificantes, en especial la proveniente de granos de soja (que representa mas del 90 % de los
productos a base de lecitina vegetal), muchas de estas provienen de cultivos modificados
genéticamente (GMOs) (Robert et al., 2020). Estas lecitinas procedentes de GMOs tienen baja
trazabilidad y pueden tener efectos adversos para la salud humana, generar plagas resistentes,
contaminar la genética de cultivos naturales y consecuentemente, ocasionar la pérdida de
biodiversidad (A. Li et al., 2024). Estas preocupaciones han generado una conciencia para
desarrollar fuentes alternativas

Teniendo en cuenta que, el desarrollo de nuevos productos con alto valor agregado a base
de cacao es un area con alto potencial en nuestro pais, en este proyecto de investigacion se
determina la composicion de PLs extraidos de granos de T. cacao (clon CCN51), utilizando
espectrometria de masas (MS, por sus siglas en inglés) MALDI, y se evalGan sus propiedades

surfactantes en emulsiones de agua en aceite (w/0).
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo General
Evaluar las propiedades emulsificantes de fosfolipidos aislados a partir de Theobroma

cacao L. clon CCN51.

1.2.  Objetivos Especificos
' Extraer fosfolipidos a partir de manteca de cacao del clon CCN51 utilizando el
proceso de desgomado acido.
% Preparar emulsiones a partir de extracto de fosfolipidos de Theobroma cacao L.
clon CCN51.
& Caracterizar los extractos de fosfolipidos de cacao como agentes emulsificantes

dentro de suspensiones coloidales basadas en agua/aceite utilizando retrodispersion NIR.
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2. Marco Referencial

Theobroma cacao L.

Fruto tropical considerado el “alimento de los dioses” por los mayas y arbol de nombre
cientifico Thebroma cacao L. (cacao), otorgado por Carl Nilsson Linneaus en el siglo XVIII. En la
actualidad, es uno de los cultivos nativos de Suramérica mas importantes debido a que sus granos
son la materia prima para fabricar chocolate (Delgado-Ospina et al., 2021; Millena et al., 2023).

Los tres cultivares principales del cacao son: Criollo, Forastero y Trinitario. El Criollo
representa el 7-10 % de la produccion mundial y se encuentra mayoritariamente en Colombia,
Ecuador, Venezuela y Pera. El cultivar Criollo, es famoso por su alta calidad y ha sido designado
por la Organizacion Internacional del Cacao (ICCO) como "fino" y "de sabor” (Delgado-Ospina
et al., 2021). El Forastero, representa cerca del 95 % del total de la produccién mundial, debido a
su alta productividad y resistencia tanto a enfermedades como a plagas; es cultivado
mayoritariamente en Africa y Brasil y es reconocido por tener un sabor fuerte, y poco aromatico.
El Trinitario, es una hibridacion natural entre el Criollo y el Forastero, se encuentra principalmente
en Trinidad y Tobago, sus cultivos son resistentes y produce un cacao “de sabor”. Cabe mencionar
que la calidad del cacao también esta sujeta a otros factores y no solo se limita a la variedad de
semilla; adicionalmente, existen subvariantes de los tres cultivares principales a las que se les
denominan clones (Borja Fajardo et al., 2022).

Del fruto del cacao se pueden comercializar: las cascaras, los nibs (fragmentos de granos
de cacao tostados), el licor (pasta resultante después de moler los nibs). Asimismo, la torta (masa
s6lida proveniente del prensado del licor, generalmente alcalinizado), la cocoa (polvo derivado de
pulverizar la torta), la manteca (procedente del prensado del licor, generalmente alcalinizado) y el

chocolate (combinacion de azlcar, nibs, masa, manteca y lecitina) (Caligiani et al., 2015).
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La manteca de cacao, fuente de los fosfolipidos que se extraerdn en este proyecto,
corresponde aproximadamente a la mitad de la masa del grano de cacao, es fundamental en la
produccidn del chocolate e influye en su valor comercial dentro de la industria de la confiteria. Lo
anterior, debido a que la manteca constituye cerca de una tercera parte de las barras de chocolate
y es la responsable de su dureza y la répida fusion al entrar en contacto con la boca.
Adicionalmente, el aporte de brillo y la determinacién de la vida util de este producto también se
deben a la manteca de cacao (Codini et al., 2014; Kindlein et al., 2018). La composicion de la
manteca depende de factores como la variedad del cacao, la edad del cultivo, la madurez de la
mazorca y las condiciones ambientales. La manteca mayoritariamente estd constituida por
glicerolipidos, principalmente TAGs, aunque también contiene  minoritariamente
di/monoglicéridos, fosfolipidos (PLs) y glicolipidos (Codini et al., 2014).

Los acidos grasos saturados mas importantes que contiene el cacao son el &cido palmitico
(C18:0) y el acido estearico (C16:0), que representan el 38 % y el 29 %, respectivamente, del total
de acidos grasos (Arruda & Dimick, 1991; Codini et al., 2014; Servent et al., 2018). Por otro lado,
entre los &cidos grasos insaturados se encuentran el acido oleico (C18:1) y el acido linoleico
(C18:2), que representan el 28 % y el 2 % (Arruda & Dimick, 1991; Codini et al., 2014; Servent
et al., 2018). Los principales triglicéridos (TAG) presentes en el grano de cacao son el 1,3-
dipalmitoil-2-oleil-glicerol (POP), 1-palmitoil-2-oleoil-3-esteroil-glicerol (POS) y 1,3-distearoil-
2-oleoil-glicerol (SOS) (véase Figura 1). El resto de los componentes del grano son carbohidratos,
fibra, micronutrientes, polifenoles, azicares y acidos (acético, citrico, lactico y oxalico, entre

otros) (Caligiani et al., 2015; Servent et al., 2018).
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Figura 1.

Estructura quimica de los principales triglicéridos del grano de cacao.
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Fosfolipidos

Estructuralmente, los fosfolipidos se conforman por un glicerol, dos acidos grasos y un
grupo fosfato esterificado a una molécula organica como la colina, etanolamina, inositol, etc. Los
fosfolipidos son lipidos polares que se encuentran en las paredes celulares y cumplen una funcién
de proteccién, aunque también ayudan en funciones digestivas, metabdlicas y cognitivas. Los
acidos grasos dentro del fosfolipido son la parte lipofilica, mientras que el grupo fosfato y los
sustituyentes que pueda tener enlazados forman la parte hidrofilica, por lo que se puede establecer
gue son moléculas anfifilicas y con alto potencial emulsificador (Frank, 2013), raz6n por la que se
eligieron surfactantes de este proyecto de investigacion. Los principales PLs (Figura 2) son los
pertenecientes a las familias de la fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina
(PS), fosfatidilinositol (PI), acido fosfatidico (PA) y fosfatidilglicerol (PG) (McClements &
Gumus, 2016; Perazzo et al., 2021). Los fosfolipidos son los componentes mayoritarios de
surfactantes vegetales y animales, comercialmente conocidos como lecitinas, y de acuerdo con
cual familia se encuentre en mayor cantidad, pueden favorecer emulsiones o/w o w/o.

Las interacciones de los PLs dentro de una emulsion con la fase oleosa son mas fuertes si

hay una alta semejanza entre la longitud y saturacién de las cadenas de los acidos grasos, asi mismo
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incrementa su solubilidad, conllevando una menor reduccion de la tension interfacial y una

emulsificacion no tan efectiva (A. Li et al., 2024).

Figura 2.

Estructura quimica de los fosfolipidos.

Nota. Adaptado de Schiller et al., 2004.
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Una de las técnicas analiticas mas utilizadas para la caracterizacion de los PLs es la

espectrometria de masas (MS). Esta involucra la ionizacién de especies moleculares o atdmicas,

separacion y deteccion de los iones formados, permitiendo determinar la relacién masa/carga (m/z)

del analito y su distribucion isotopica. De acuerdo con la resolucién empleada, puede ser suficiente

para establecer la formula molecular del compuesto analizado (Gachumi et al., 2020; Y. L. Li et

al., 2005).

La seleccion del método de ionizacién en MS depende de las muestras y de la aplicacion.

En el caso del andlisis de mezclas de fosfolipidos, se requiere una técnica de ionizacion suave,
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como electrospray (ESI, por sus siglas en inglés) o ionizacidén/desorcion por laser asistida por
matriz (MALDI, por sus siglas en inglés) que permita preservar los analitos de interés (EI-Aneed
et al., 2009; Karas et al., 1987). Sin embargo, MALDI es preferente sobre ESI debido a que tiene
una alta tolerancia de impurezas en la muestra (Schiller et al., 2004) y, por ende, es la que se

utilizara en este caso para caracterizar los extractos purificados de PLs de Theobroma cacao L.

Figura 3.

Esquema general de un andlisis por espectrometria de masas MALDI.
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La tecnica de ionizacion MALDI (Figura 3) involucra una matriz, generalmente un

compuesto organico de bajo peso molecular que funciona como mediador para la absorcion de
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radiacion proveniente del laser, y es deseable que produzca sefiales en una ventana espectral
diferente a la del analito deseado. La matriz debe cocristalizar con los analitos y tener alta
absortividad molar en la longitud de onda de emision del laser (Nd:YAG, A= 355 nm). Algunas de
las matrices mas utilizadas para el analisis de PLs, tanto en modo positivo como negativo, son el
acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), acido a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) y matrices liquidas
iGnicas que incorporan cantidades equimolares de un acido y una base organica, ver Figura 4
(Calvano, de Ceglie, et al., 2012; Y. L. Li et al., 2005; Shanta et al., 2011). La matriz que se

utilizara en la caracterizacion por MALDI de los extractos de PLs de T. cacao L serd DHB.

Figura 4.

Algunas matrices reportadas para el analisis en MALDI y bases organicas para matrices liquidas
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La energia del laser hace que se generen posteriormente iones primarios de la matriz,
acompariados de reacciones de transferencia de protones, cationes y electrones (este Gltimo debido
a su complejidad es el menos explorado) (Calvano et al., 2017; Karas et al., 1987). Los iones
formados varian su velocidad dependiendo de la masa que posean, haciendo que, al dejarlos a la
deriva en una region libre de campo, se facilite su separacion de acuerdo con su tiempo de vuelo
(TOF, por sus siglas en inglés), para ser finalmente detectados de acuerdo con su relacion m/z
(Gross, 2017; Skoog et al., 2014). Una de las bases de datos mas utilizada en la caracterizacion de

los PLs es LIPID MASS (Sud et al., 2007), la cual también sera utilizada aca.

Emulsiones

Una fase liquida se puede dispersar en forma de gotas (fase dispersa o interna) dentro de
otra fase liquida (fase continua o externa) inmiscible (Dammak et al., 2020), formando un sistema
coloidal disperso. En el caso de las emulsiones estudiadas en este proyecto, la fase dispersa sera el
agua y la continua, el aceite de girasol. Las emulsiones pueden ser clasicamente de tipo agua en
aceite (w/0) (y que son las mas relevantes en esta investigacién), donde la fase continua es el aceite,
0 de tipo aceite en agua (o/w), siendo la fase continua el agua (McClements & Gumus, 2016; Xia
et al., 2022), ilustradas en la Figura 5. El estudio de la estabilidad de las emulsiones se basa no
solo en las propiedades quimicas de la emulsion sino también en el surfactante y la interfaz aceite-
agua, ya que es indispensable que el surfactante tenga afinidad por ambas fases a usar en la
emulsion y pueda ayudar en la reduccion de la tension interfacial entre las fases para disminuir los

fendmenos de inestabilidad que se pueden generar (Wang et al., 2021).



25
FOSFOLIPIDOS DE T. CACAO L. COMO SURFACTANTES

Figura 5.
Proceso de emulsificacion con microprocesador ultrasonico como homogeneizador para formar

emulsiones de tipo o/w o w/o.
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Desde el punto de vista termodinamico, este proceso no es espontaneo. Existe una
tendencia natural en estos liquidos inmiscibles a separarse con el tiempo, buscando minimizar su
area interfacial. Sin embargo, bajo ciertas condiciones fisicoquimicas, es posible lograr que estos
liquidos, aunque sean termodinamicamente inestables, se vuelvan estables cinéticamente. Esto se
logra formando una emulsion mediante la adicion de un surfactante adecuado o una mezcla de
ellos, lo cual reduce la tension interfacial (Di Bari, 2015).

Los compuestos emulsionantes desempefian dos funciones clave en la produccién de
emulsiones: inducen la formacion de finas gotas de la fase dispersa durante la homogeneizacion y
mejoran la estabilidad de las gotas una vez formadas (McClements & Gumus, 2016), papel que
desempefiaran en este proyecto los PLs extraidos de la manteca de cacao. Normalmente los
emulsionantes tienen densidades menores a uno de los liquidos que se usaran en la formulacion y

mayor al otro. Esta caracteristica, es lo que les permite ayudar a combinar estos liquidos que
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normalmente no se mezclarian entre si (McClements, 2010; Tamang et al., 2022; Ushikubo &
Cunha, 2014).

Los surfactantes son ampliamente utilizados en procesos industriales (alimentos,
detergentes, productos farmacéuticos y de aseo personal, cosméticos, pinturas, productos
agricolas, entre otros) (Topuz et al., 2021) y pueden ser naturales o sintéticos, donde las opciones
naturales son preferibles ya que los sintéticos tienen baja biodegradabilidad y alta asociacion a
problemas de salud (Dammak et al., 2020). Entre los emulsionantes naturales se encuentran las
proteinas anfifilicas, los polisacaridos, y por supuesto, las lecitinas (principalmente compuestas de
fosfolipidos del tipo PC, PE, Pl y PA) (McClements & Gumus, 2016).

Las lecitinas son cominmente aisladas de soya, huevos, leche, semillas de girasol, entre
otros (Topuz et al., 2021), y pueden reducir en gran medida la tension superficial entre el agua y
el aceite, permitiendo asi que el agua y el aceite formen una emulsién uniforme y estable. Debido
a la presencia de diferentes grupos polares en su "cabeza", los fosfolipidos en las lecitinas
presentan diversas propiedades de actividad interfacial. Por ejemplo, lecitinas con alto contenido
en PC tienden a formar emulsiones o/w, mientras que las que tienen alto contenido en PE y PI
favorecen la formacion de emulsiones w/o (McClements & Gumus, 2016).

Un concepto importante en las emulsiones es el Balance Lipofilico-Hidrofilico (HLB, por
sus siglas en inglés), que determina el tipo de emulsion que se generara a partir de la ecuacién
general de Griffin (Ecuacion 1), donde M es el peso molecular del surfactante y Mw es el peso
molecular del grupo hidréfilo (Griffin, 1949; Pasquali et al., 2009; Yamashita et al., 2017).

El Balance Lipofilico-Hidrofilico también puede ser calculado a partir de la ecuacion de
Davie, la ecuacion de Kawakami, entre algunas otras, pero en general todas las ecuaciones tienen

en cuenta el equilibrio entre el tamafio y la fuerza de los grupos hidréfilos y lipofilos de una
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molécula de emulsificante (Yamashita et al., 2017). Asimismo, existe otra ecuacion en la que se
suman los grupos hidrofilicos e hidrofébicos del surfactante, en los PLs en el caso de este proyecto,
y se asocian con su respectiva abundancia, pero no se tienen en cuenta sus pesos moleculares

(Bergenstahl & Quiroga, 2008).

HLB = 20 (%) Ecuacién 1

Los valores de HLB para un surfactante pueden oscilar entre 0 y 18 (Tabla 1), los
compuestos anfifilicos con valor de HLB entre 3 y 8 son 6ptimos para estabilizar emulsiones de
tipo w/o, mientras que en el rango de 8 a 16 estabilizan emulsiones o/w (Zheng et al., 2018). En
otras palabras, un valor alto indica que el surfactante tiene mayor afinidad con el agua, mientras
que uno bajo indica mayor afinidad por la fase oleosa (Dong et al., 2013; McClements, 2010;
Yamashita et al., 2017). En lo que concierne a este proyecto, se determinara el valor para la mezcla

de PLs extraida de la manteca de T. cacao L.

Tabla 1.
Escala de HLB segln (Griffin, 1949).

15-18 Solubilizantes

Hidrofilicos
13-1 Detergen
>8) 3-16 etergentes
8-16 Emulsificantes o/w
6-8 Agentes humectantes
Lipofilicos 3-8 Emulsificantes w/o
(<8) 1,5-3 Agentes antiespumantes
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Medicion de estabilidad de emulsiones

El equipo Turbiscan Lab es el ideal para estas mediciones y reiteradamente se reporta en
analisis de este tipo, por lo cual fue el equipo que se eligié para realizar las mediciones de
estabilidad de las emulsiones propuestas y realizadas en este proyecto de investigacion. El
Turbiscan se basa en el principio de la dispersion de luz multiple estatica (SMLS, por sus siglas
en ingles) para determinar la estabilidad de dispersiones. Se compone de un diodo
electroluminiscente con longitud de onda en el infrarrojo cercano (880 nm) que funciona como
fuente de luz y de dos sensores Opticos sincronos que adquieren medidas cada 40 um, demorando
cada medicion 20 s.

Uno de los sensores es de transmitancia (T), ubicado a 180° de la fuente de luz, que
recolecta la intensidad de luz que pasa a través de la muestra, y el otro de retrodispersion (BS),
ubicado a 45° de la fuente, que recolecta la intensidad de luz reflejada por las particulas de la

emulsion, tal como se observa en la Figura 6.

Figura 6.

Principio de medicion del Turbiscan.
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Nota. Imagen tomada de Turbiscan LAB Uses Static Multiple Light Scattering (SMLS) to Detect

Particle Migration and Size Variation in Liquid Dispersions.

0




29
FOSFOLIPIDOS DE T. CACAO L. COMO SURFACTANTES

El software del equipo genera gréficas (Figura 7a) que relacionan la altura del vial (i.e.,
eje horizontal), el tiempo (i.e., gradiente de color) y el diferencial de la luz retrodispersada o
transmitida (i.e., eje vertical), asi como lo veremos en este proyecto mas adelante. Estas gréaficas
permiten analizar cualitativamente el comportamiento de la estabilidad dentro de emulsion
mediante la observacion de fendmenos reversibles de desestabilizacion, como la sedimentacion
(que conlleva también clarificacion) (Figura 7b) y el cremado (Figura 7c), causados por una
variacién en la concentracion de particulas e influenciados por la gravedad. Adicionalmente se
pueden detectar fendmenos irreversibles, como la floculacion y coalescencia (Figura 7d),
ocasionados por el cambio del tamafio de las gotas (Turbiscan Quantitative Sample Ranking Fast
Decision Making, N.D.; Turbiscan Time Saving Stability Ranking Objective). Todos estos
fendmenos seran explicados mas adelante cuando se presenten las mediciones de estabilidad de

las emulsiones realizadas.
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Figura 7.
Fendmenos observados en el Turbiscan: (a) grafica generada por el equipo, (b)

sedimentacion/clarificacion, (c) cremado y (d) floculacion/coalescencia.
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Adicionalmente, la estabilidad puede determinarse cuantitativamente mediante una medida
adimensional que el equipo calcula autométicamente conocida como el indice de Estabilidad del
Turbiscan (TSI, por sus siglas en inglés). Las mediciones se realizan en un lapso determinado de

tiempo (1), a lo largo de la altura del vial (z) y en cada posicién medida (h) (Ecuacion 2).
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TSI(t) = ﬁ Semyomix |(BS 0 T)(t;,z) — (BS 0 T)(ti-1,2)|  Ecuacion 2.

El TSI corresponde a la suma acumulativa de la diferencia de los escaneos de las
desestabilizaciones detectadas por los sensores y tiene en cuenta Unicamente los valores de
transmitancia si la suma acumulativa de las desestabilizaciones detectadas por BS es menor al
0,2%. En caso de que T sea menor al 0,2%, entonces solo se tienen en cuenta los valores de
retrodispersion, como lo seré para el caso de las emulsiones aqui realizadas.

Cuando el TSI tiende a cero, indica que la muestra es estable, pero contrariamente, si este
valor es muy alto, la muestra es consecuentemente inestable. Esto simplifica la comparacion entre
formulaciones sin tener que recurrir a tediosas observaciones visuales, que no siempre son
confiables, ni a maltiples calculos complejos para poder elegir la mejor emulsién dentro de un
grupo, como lo sera acé al comparar el blanco con la lecitina de girasol y el extracto enriquecido

y purificado de PLs de T. cacao L.

Tension interfacial

Las moléculas cerca de esta interfaz experimentan diferentes interacciones en comparacion
a otras equivalentes dentro del fluido a granel (Kronberg et al., 2014). La tensién interfacial (IFT
0 v) es un concepto fundamental en la ciencia de coloides que se describe como la fuerza de
atraccion entre moléculas presentes en la interfaz de dos fluidos inmiscibles que se encuentran en
contacto. También es definida como la medida de la energia requerida para aumentar el tamafio de
la interfaz entre las dos fases, y se define como la energia de Gibbs por unidad de area de la interfaz
a una temperatura y presion especifica, expresada en fuerza por unidad de longitud, (i.e., mN/m o

dina/cm) (Speight, 2020).
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Estas interacciones presentes suelen ser fuerzas intermoleculares relacionadas con Van der
Waals, enlaces de hidrégeno, Debye, Dipolo-Dipolo, Dipolo-Dipolo-Inducido-Dipolo y London,
que pueden contribuir al comportamiento IFT (Miadonye et al., 2023). Sin embargo, en el estudio
de la IFT o fendmenos interfaciales, como la interfaz aceite-agua, las principales fuerzas varian
debido a la diferencia en la naturaleza de los liquidos y sus interacciones moleculares.

Las principales fuerzas involucradas entre sustancias polares y no polares son las
adhesivas. Aungue las moléculas de aceite no forman enlaces de hidrégeno, las moléculas de agua
si lo hacen facilmente entre si y con cualquier otra molécula polar presente en el aceite, creando
fuerzas de atraccién que refuerzan las adhesivas, haciéndolas predominantes y fuertes (Fingas,
2017).

Otro tipo de interaccion que contribuye al IFT en la formacion de la fase inmiscible es la
interaccion hidrofobica, presenciandose este efecto por ejemplo cuando se introduce una sustancia
hidrofoba en el agua, ya que esta altera o rompe la red de enlaces de hidrogenos, es decir la
cohesion. Esta alteracion conduce a la formacion de una estructura ordenada localmente de
moléculas de agua que rodean la sustancia hidréfoba, conduciendo a un aumento de IFT
(Silverstein, 1998). Existen varias técnicas para la medicidn de la tension interfacial, pero la mas
sencilla en cuanto instrumentacion, que sea robusta y versatil, es el analizador de forma de gota,
también conocido como tensiometro de gota pendiente.

En este proyecto se utilizara el equipo analizador de gota pendiente para determinar la
tensidn interfacial entre el aceite de girasol refinado y el agua, con y sin presencia de surfactante.
Inicialmente se ingresan los datos de las densidades de las fases utilizadas y posteriormente, una
jeringa de vidrio con punta de acero en forma de u se carga con el fluido menos denso (aceite de

girasol refinado), dejandose suspendida una gota. Se procede luego a calibrar la cAmara para que
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enfoque la gota. Esta gota se equilibra con la fase de mayor densidad (agua) dentro de una celda
de vidrio de borosilicato. Durante este proceso, se genera un equilibrio entre la deformacién
gravitacional de la gota (determinada por la aceleracion gravitacional, g) y la fuerza restauradora
(IFT, y). Ademas, se consideran la diferencia de densidades entre los liquidos de las fases (Ap), el
parametro de forma (factor B) y el radio de la gota (R), buscando el perfil que mejor se ajuste a la
forma de la gota (Figura 8), como el descrito por la ecuacion de Young-Laplace (Berry et al.,
2015), descrita a continuacion:

__ ApgR?
B

Ecuacién 3.

Figura 8.

Esquema del calculo del valor de IFT con un tensiémetro de gota pendiente, iniciando con una
imagen experimental cruda seguida de una solucién ajustada obedeciendo al perfil de la ecuacion
de Young-Laplace, donde las anotaciones muestran las variables asociadas utilizadas en el perfil

computacional para determinar el numero de Bond y por tanto el valor de 7.

+
Experimental image Edge points Initial guess Final (converged) guess
\ Edge detection, / \ Initialisation, j \ Iterative /
binarisation guess generation optimisation

Nota. Tomada de Berry et al., 2015.
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Antecedentes

En la Figura 9, se muestra la grafica obtenida al realizar una busqueda el 10 de mayo del
2024, en el periodo de tiempo desde el afio 2000 hasta el afio 2024, base de datos Scopus (Elsevier),
al utilizar la ecuacion TITLE-ABS-KEY (phospholipids AND emulsion AND properties), lo que
permite hacer una estimacion del nuimero de revisiones y articulos cientificos publicados

relacionados.

Figura 9.

Gréfica basada en la busqueda realizada el 10 de mayo del 2024 en la base de datos Scopus
(Elsevier) con la ecuacién de busqueda TITLE-ABS-KEY (phospholipids AND emulsion AND
properties) que relaciona el nimero de articulos publicados con su respectivo afio de publicacion

en el periodo 2000-2024.
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Figura 10.
Grafica basada en la busqueda realizada el 10 de mayo del 2024 en la base de datos Scopus
(Elsevier) con la ecuacién de busqueda TITLE-ABS-KEY (phospholipids AND emulsion AND
properties) que relaciona el porcentaje de articulos publicados con las areas de investigacion
respectivas en el periodo 2000-2024.
™ Quimica

Bioquimica, genética y biologia molecular

Farmacologia, toxicologia y farmacéutica

™ Ingenieria quimica
8% ™ Agriculturay ciencias biolégicas
™ Fisicay astronomia
L Ciencia de materiales
Ingenieria
Medicina

< Immunologia y microbiologia

Ciencias ambientales

Otros

De acuerdo con la revisién de la literatura (Figura 10) los fosfolipidos, han sido utilizados
en diversos campos debido a sus propiedades emulsificantes (para mezclar y estabilizar aceites y
agua en una emulsion), hidratantes, lubricantes, e inlcuso en algunas ocasiones también por sus
propiedades antioxidantes (X. Li et al., 2019; Perazzo et al., 2021; Xia et al., 2022). Estas
propiedades, y el hecho de que se puedan obtener de diferentes fuentes animales o vegetales (Bot
et al., 2021; Topuz et al.,, 2021), hacen que los fosfolipidos sean muy atractivos para la
investigacion. Lo anterior, también se demuestra en el resultado de la busqueda en Scopus

(Elsevier), que arrojo un total de 643 articulos cientificos en las areas de investigacion descritas
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en la Figura 10. ElI namero de articulos cientificos publicados hasta el momento y sus areas
demuestra que es un campo de investigacion de creciente interés cientifico. Los paises que mas
han contribuido con documentos relacionados son China (121) y Estados Unidos (100), seguidos
por Alemania (61) y Francia (58). La informacion disponible incluye métodos de extraccion,
caracterizacion, purificacion de lecitinas, estudios sobre sus propiedades emulsificantes y otros
beneficios para la salud, la belleza y la industria en general (Bot et al., 2021; Lima et al., 2011,
Tamang et al., 2022; van Nieuwenhuyzen, 2010; Xie & Dunford, 2019).

Para caracterizar diferentes mezclas de fosfolipidos es indispensable que el método de
extraccion sea eficiente, independientemente de la técnica analitica utilizada. Entre los métodos
de extraccion reportados por diversos autores (Deffense, 2009; Erickson, 1995; O’Brien, 2008) se
encuentran los desgomados: acido, con agua, en seco, enzimatico, EDTA, etc. Los desgomados se
utilizan principalmente en la industria de aceites vegetales y tienen como finalidad remover las
impurezas, en especial los fosfolipidos, generalmente conocidos como gomas, que debido a su
estructura tienen propiedades emulsificantes, generando la pérdida de aceite durante el refinado
(Deffense, 2009).

En el analisis de PLs las técnicas méas reportadas son cromatografia de capa fina,
cromatografia en columna, cromatografia liquida de alta eficiencia, resonancia magnética nuclear
y espectrometria de masas (Calvano, de Ceglie, et al., 2012; Frank, 2013; Schiller et al., 2004; van
Nieuwenhuyzen, 2010; Yang et al., 2017). Varios autores (Dong et al., 2013; Korte & Lee, 2014;
X. Li et al., 2019; Schiller et al., 2007; Shanta et al., 2011) reportan que partiendo de diversas
fuentes que poseen PLs, mediante MALDI ha sido posible la correcta identificacion y andlisis de
mezclas complejas de estos pertenecientes a diferentes familias, utilizando DHB, CHCA, 9-

aminoacridina (9-AA), liquidos i6nicos o combinaciones binarias de estas como matrices MALDI,
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tanto en modo positivo, como en modo negativo. Asimismo, los autores (Cremonini et al., 2004;
Schiller et al., 2004; van Nieuwenhuyzen, 2010; Yang et al., 2017) indican que en el caso de un
analisis cuantitativo de PLs, resonancia magnética nuclear (RMN), es la técnica mas empleada,
encontrando hasta 15 clases de fosfolipidos (incluyendo lisofosfolipidos).

Los fosfolipidos encontrados por (Arruda & Dimick, 1991) en cristales de semillas aislados
de manteca de cacao proveniente de Costa de Marfil fueron doce veces mas concentrados a
comparacion de la manteca de cacao original, y encontraron las siguientes familias: PG, PC, PE,
Pl, LPC, PSy PA.

Las lecitinas de origen vegetal mas comercializadas proceden principalmente de soya,
girasol, y canola, aunque existen otros cultivos oleaginosos de los que se pueden extraer (Bot et
al., 2021; Ejike Ogbonna et al., 2021; Hu et al., 2020; Wang et al., 2021), como la semilla de
peonia (Xia et al., 2022) o los granos de T. cacao L. (Giraldo et al., 2020). Las lecitinas de soya
suelen estar modificadas genéticamente, lo que genera una aceptacion limitada dentro de los
consumidores, que prefieren elegir otros cultivos (Kindlein et al., 2018; A. Li et al., 2024; Robert
et al., 2020). Generalmente los principales componentes de las lecitinas vegetales son PC, PE y
Pl, con una pequefia cantidad de PA, sin embargo, de acuerdo con el método de extraccion
utilizado esto puede variar (Dammak et al., 2020; Deffense, 2009; L. G. Pan et al., 2004).

Por otro lado, las lecitinas de origen animal (Dammak et al., 2020; Eckert et al., 2019;
Wang et al., 2021) vienen primariamente de la yema de huevo, suero de queso y pescado (Topuz
et al., 2021). La lecitina de huevo se constituye principalmente por PC, PE y Pl (Eckert et al.,
2019). Recientemente se reporto inclusive una lecitina extraida de insectos comestibles, como lo
son las larvas de mosca soldado-negra y el gusano amarillo de la harina, rica en PC y PE (A. Li et

al., 2024).
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Los surfactantes con alta concentracion en PC tienden a favorecer la formacion de
emulsiones o/w, mientras que PE y PI facilitan la formacion de emulsiones w/o, pero si cualquiera
de ellas interactia con proteinas, pueden mejorar las propiedades emulsionantes de los PLs
(McClements, 2010; van Nieuwenhuyzen, 2010).

Las emulsiones son fundamentales en muchos productos comerciales, no obstante, dia a
dia los consumidores exigen que los productos sean mas sostenibles y respetuosos con el medio
ambiente, por lo que identificar diferentes alternativas para la obtencion de compuestos activos de
superficie es un area de creciente interés cientifico (Dammak et al., 2020; McClements & Gumus,
2016; Tamang et al., 2022; Wang et al., 2021).

Gould et al., 2016 a partir de estudios por RMN 3P sobre la composicion cualitativa y
cuantitativa fosfolipidica de material deslipificado de cocoa, lograron formar emulsiones o/w
estables de grado alimenticio, sugiriendo que el material de cacao puede tener un nuevo y potencial
uso, incentivando a las estrategias de fabricacion de nuevos emulsionantes de calidad alimentaria.
Adicionalmente, (Joseph et al., 2020) realizaron emulsiones de tipo Pickering a base de aceite de
girasol y agua, que estabilizaron con polvos vegetales deslipificados y finamente molidos de cacao,

torta de prensa de colza y cascaras de altramuz.
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3. Metodologia
El proyecto de investigacion se realizd en tres etapas, siguiendo la metodologia descrita en

la siguiente imagen.

Figura 11.

Esquema metodologico seguido para el desarrollo del proyecto.

Extraccion de fosfolipidos a partir de manteca de
cacao del clon CCN51 utilizando el proceso de

ETAPA1

desgomado &cido.

Preparacion de emulsiones a partir de extracto
de fosfolipidos de Theobroma cacao L. clon
CCN51.

ETAPA 2

Caracterizacion de los extractos de PLs de
cacao como agentes emulsificantes dentro de

suspensiones coloidales basadas en agua-aceite
utilizando retrodispersion NIR.

ETAPA3

ETAPA 1: Extraccion de fosfolipidos a partir de manteca de cacao del clon CCN51 utilizando

el proceso de desgomado acido.

Desgomado acido modificado de manteca de Theobroma cacao L.

Se fundieron a aproximadamente 70 °C, 400 g de manteca de cacao (extraida por prensado
de granos de cacao clon CCN51) a los cuales se le agregaron 8 mL de acido citrico 50 %p/p. La
mezcla anterior se someti6 a agitacion y calentamiento (70 °C) durante 15 min, seguida de una
neutralizacion con una solucion 0,1 M de NaOH, hasta alcanzar un pH de 6,8.

Posteriormente, se adicionaron 20 mL de agua destilada, se agitd por 2 min y se envaso la

mezcla resultante en tubos Falcon de 50 mL, para una consecutiva centrifugacién en el equipo
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Hettich Universal 320 R (Hettich, Alemania) durante 30 min a 5000 rpm y con una temperatura
de 39 °C. El sobrenadante (fase acuosa) se retiré cuidadosamente con una pipeta Pasteur, debido
a que contenia la mezcla de fosfolipidos, y se trasvasé a tubos Falcon de 15 mL, llevandose a
continuacion a centrifugar por una segunda vez en el equipo Thermo Scientific Heraeus Labofuge
200 (Waltham, Estados Unidos) a 5000 rpm por 18 min a temperatura ambiente.

Los extractos de fosfolipidos obtenidos se colocaron en el ultracongelador a -80 °C por 24
horas. Finalmente, se liofilizaron en el equipo Biobase BK-FD10PT (Shandong, China) a <5 Pa'y
-80 °C durante 72 horas, para poder tener los extractos de PLs deshidratados y asi evitar
alteraciones en las proporciones de las emulsiones a realizar. El proceso realizado se puede

observar en la Figura 12.

Figura 12.
Procedimiento de extraccion de los PLs de manteca de T. cacao L. por el proceso de desgomado

acido.
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ETAPA 2: Preparacion de emulsiones a partir de extracto de fosfolipidos de Theobroma

cacao L. clon CCN51.

Emulsiones a partir de extracto de PLs de cacao.

Las emulsiones se prepararon utilizando aceite de girasol comercial como fase oleosa, agua
tipo | como fase acuosa, y lecitina de girasol comercial o extracto liofilizado de PLs como
emulsificante. Con el fin de garantizar que no se encontraran PLs en la fase oleosa, previo a la
preparacion de la emulsion, se eliminaron las moléculas polares con actividad superficial del aceite
de girasol utilizando como adsorbente silicato de magnesio (MgzSizO10(OH)2, 4 %p/p), también
conocido comercialmente como Florisil. Para lo anterior, se sometié la mezcla del aceite con el
adsorbente a agitacion en un voértex por 30 minutos a 800 rpm, y posteriormente se llevd esta
mezcla por 30 min a centrifugacion a 2700 rpm y una temperatura de 26 °C.

En un vial de 57 mm (hasta la altura aproximada de 43-45 mm), se prepararon 20 mL de
cada emulsion en proporciones volumétricas de aceite-agua (0-w) de 60:40 y 70:30. Se vario la
cantidad de agente emulsionante, iniciando con 0 %p/p, seguida de 0,5 %p/p, 1 %p/p, 2 %p/p y
3%p/p. junto con azida de sodio (NaNs, 0,02 %p/v) como agente antimicrobiano. La mezcla
resultante se llevd a un microprocesador ultrasonico VCX-750-220 (Sonics & Materials,
Newtown, USA), con una potencia de 750 Watts, frecuencia de 20 kHz, amplitud de 20 %,

temperatura ambiente y un tiempo de 15 min con pulsos de 5:5 segundos.
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ETAPA 3: Caracterizacion de los extractos de fosfolipidos de cacao como agentes
emulsificantes dentro de suspensiones coloidales basadas en agua/aceite utilizando

retrodispersion NIR.

Caracterizacion de los fosfolipidos por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Inicialmente, se tom6 1 mg de los extractos enriquecidos de PLs liofilizados de manteca
de cacao y se diluyeron en 1 mL de solucion de THF:MeOH (1:1, v/v). La matriz de transferencia
cationica que se utilizé fue acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) 10 mg/mL, en una mezcla de
ACN:H20 (1:1, v/v) con 1% de acido trifluoroacético (TFA). La proporcion molar analito:matriz
(A:M) que se preparé fue de 1:100. Luego, se depositd 1 pL de la mezcla matriz:analito sobre el
spot del porta muestras (target) MALDI usando el método “dried-droplet”, el cual consistio en
dejar caer una gota sobre el spot y dejar secar a temperatura ambiente antes de insertar el target en
el espectrometro de masas. Se depositaron tres spots de cada muestra, en la relacion A:M
anteriormente descrita.

Todos los ensayos de espectrometria de masas MALDI se realizaron en un espectrometro
de masas MALDI TOF/TOF Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Estados Unidos), provisto
con un laser Smart Beam de Nd:YAG (A= 355 nm), con frecuencia de 1 kHz, una salida maxima
de energia aproximadamente de 85 pJ por disparo y un pulso de duracion de 6 ns con ancho de
spot de 10-100 pum. Los espectros de masas se adquirieron en el rango de m/z 100 a 1000 en modo
reflectron positivo y negativo, usando un voltaje de aceleracion de 25 kV'y “pulsed ion extraction”

(PIE) de 100 ns.
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Calculo tedrico de HLB.

El valor tedrico de HLB para las emulsiones preparadas se determind utilizando el método
de Griffin (Ecuacion 1) con apoyo del Grupo de Investigacion In silico, de la Universidad de
Sucre, Sincelejo, Sucre, Colombia. Ademas, para el calculo del valor de HLB se consideraron
datos reportados previamente por (Alvarez et al., 2013), los cuales permitieron realizar una
comparacion entre los valores de HLB de los PLs con los valores HLB de otras moléculas
surfactante simuladas por dindmica molecular utilizando la biblioteca ggplot2 y R Studio (version

4.3.1) (Wickham, 2016).

Medicion de estabilidad de emulsiones.

Para la medicion de la estabilidad de las emulsiones se utiliz6 el equipo Turbiscan Lab
(Formulaction, France) y el software Turbisoft-Lab (versién 2.0.0.33). Se monitore6 durante 90
minutos a 37,5 °C la dindmica del sistema de emulsiones una vez preparadas, recolectando
mediciones cada minuto, con el fin de obtener perfiles de retrodispersion en funcion de la altura
del vial que contenia las emulsiones y del tiempo (Giraldo-Davila et al., 2018; Gris, 2015). Cabe
mencionar que aquellas emulsiones que no contenian emulsificante se determinaron como blancos
y que para cada una de las emulsiones generadas se hicieron dos réplicas, con el fin de determinar

que tanto variaba la estabilidad en las mediciones realizadas.

Prueba de la gota.
Con el fin de determinar si las emulsiones modelo generadas eran o/w o w/o, se ajusto el
procedimiento reportado por (Mahmoud et al., 2023). Se dejé caer una gota de la emulsion sobre

un vaso de precipitado de 5 mL con agua destilada, y otra sobre uno que contenia aceite refinado
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de girasol. Si la gota de emulsién se dispersa en el agua y no en el aceite, la emulsion es de tipo

o/w, y viceversa.

Microscopia optica.

Para obtener informacion cualitativa sobre la uniformidad de las emulsiones preparadas, se
utilizé un microscopio 6ptico BX53 (Olympus, Japén) con 0,2 uL de la emulsion. Los ensayos en
microscopia Optica permiten determinar el estado de agregacion en el que se encuentran las
emulsiones analizadas, para estos ensayos se evaluo el blanco, junto con las emulsiones preparadas
a partir de lecitina de girasol y del extracto purificado enriquecido de fosfolipidos. Se observaron
las emulsiones mencionadas una vez preparadas, y se tomaron fotografias para posteriormente
determinar el tamafio promedio de las gotas que hacen parte de la emulsién por medio del programa

de procesamiento de dominio publico (Abramoff et al., 2004).

Medicidn de la tension interfacial.

Se midi6 la IFT de las emulsiones modelo generadas (70:30 o-w con 3 %p/p de
emulsificante, junto con su respectivo blanco) utilizando un equipo analizador de forma de gota
DSA25E (Kruss, Alemania). Para cada una de las mediciones se dispuso de una celda de vidrio de
borosilicato de 2,5 x 2,5 x 2,5 cm® que se llené con la fase de mayor densidad (agua).
Seguidamente, una jeringa de borosilicato de 500 puL de capacidad con aguja de acero en forma de
U (diametro externo de 1 mm) se llend con la fase menos densa (aceite solo para el blanco, y aceite
mezclado con el respectivo emulsificante para las otras emulsiones) (ver Figura 13). Para cada
una de las muestras, se inyectaron 3 gotas y se realizd la medicién de IFT siguiendo el modelo

Young-Laplace (Cortés et al., 2013; Gris, 2015). Todas las mediciones se hicieron manteniendo
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temperatura ambiente, aproximadamente de 25 °C, y se recopil6 el registro fotografico que

proporciond el equipo.

Figura 13.

Montaje experimental del equipo analizador de forma de gota pendiente utilizado en este proyecto.

- Equipo Gota
i Pendante (Drop
Shape Analyzer

KRUSS DSA25E)

Aguja en Forma
de U

Jeringa
(Sistema
Dispensador) |

Celda de Vidrio
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Fuente de Lz

Camara

Nota. llustracion realizada por el Grupo de Investigacion In silico, de la Universidad de Sucre,

Sincelejo, Sucre, Colombia.

4. Resultados y Discusion

4.1.  Extraccion de fosfolipidos a partir de manteca de cacao del clon CCN51 utilizando el
proceso de desgomado &cido.
Para obtener el extracto enriquecido de PLs se llevo a cabo el proceso de desgomado acido

modificado de la manteca de cacao de la Figura 14, el cual es un proceso industrializado para la
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remocion de impurezas de los aceites, entre ellas los fosfolipidos, debido a que afectan
negativamente las propiedades fisicas y quimicas de estos (i.e., generando oscurecimiento y
asentamiento durante el almacenamiento) (Chew et al., 2017; O’Brien, 2008). Fue indispensable
gue la manteca estuviera completamente liquida, lo cual se garantiz6 manteniendo una temperatura
entre 70 °C y 80 °C, para garantizar las interacciones con los reactivos.

Seguido a ello, a la manteca fundida se le agreg6 acido citrico con el fin de protonar
ligeramente los fosfolipidos no hidratables (sales de Ca, Fe y Mg de &cidos fosfatidicos),
haciéndolos mas polares y solubles en agua. Luego, con NaOH se incrementa el pH hasta 6,8, sin
exceder este valor para evitar saponificacion, y convertir los fosfolipidos en sales de sodio que son
hidratables. Los PLs migran a la fase acuosa y posteriormente se puedan separar facilmente de la
manteca mediante centrifugacion. Las reacciones descritas anteriormente (Deffense, 2009), que se
llevaron a cabo en el proceso de desgomado acido modificado de la manteca de cacao, se pueden
visualizar en la Figura 14.

En total se desgomaron 7,6312 kg de manteca de cacao, de los cuales se obtuvieron 36,6 ¢
de extracto enriquecido de diferentes familias de PLs, correspondiendo a un rendimiento de 0,48
%. Para garantizar un mayor enriquecimiento de PLs en el extracto adquirido por el desgomado, y
eliminar los posibles TAGs remanentes después del desgomado, se realizo la purificacion del
extracto crudo mediante multiples lavados con acetona fria, debido a que los PLs son insolubles
en acetona. Se obtuvo un rendimiento de 27,95 % a partir de los extractos crudos adquiridos del
desgomado (36,6 g), y de 0,13 % a partir de la manteca de cacao (7,6312 kg). Esos rendimientos

coinciden con la informacidn reportada por (Codini et al., 2014) en la manteca de cacao.
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Figura 14.

Reacciones quimicas involucradas en el proceso de desgomado acido modificado.

Fosfolipidos no hidratables Fosfolipidos mas polares

ol

OO _

M MgH, Ca*t y Fe++|

Agua
—

-

Separacion por
centrifugacion

Fosfolipidos hidratables

4.2.  Preparacion de emulsiones a partir de extracto de fosfolipidos de Theobroma cacao
L. clon CCN51 y caracterizacion de los extractos de PLs de cacao como agentes
emulsificantes dentro de suspensiones coloidales basadas en agua/aceite utilizando
retrodispersion NIR.

Se realizaron mediciones por espectrometria de masas MALDI-TOF en modo de
ionizacion positivo y negativo, Figura 15, con el fin de conocer la composicién molecular de los

extractos purificados obtenidos. La matriz seleccionada para los ensayos fue DHB, ampliamente
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reportada en la literatura para el analisis de biomoléculas como PLs (Petkovic et al., 2009; Schiller

et al., 2004a), ademas de que causa poca fragmentacion (Calvano, De Ceglie, et al., 2012).

Figura 15.

Espectros de masas MALDI-TOF en modo de ionizacion positivo para los extractos enriquecidos
de PLs liofilizados de manteca de cacao junto con algunos de los compuestos identificados y la
comparacion de algunos patrones isotopicos tanto tedricos como experimentales.
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Con la ayuda de la base de datos LIPID MASS (Sud et al., 2007), teniendo en cuentas los
acidos grasos mas abundantes en la manteca de cacao segun lo reportado por varios autores
(Arruda & Dimick, 1991; Servent et al., 2018) (acido linoléico, oléico, palmitico y estearico), y
las cargas netas de las diferentes familias de PLs (ilustradas en la Figura 2), se hicieron las

respectivas asignaciones de las sefiales. Los analisis se realizaron utilizando la ventana espectral
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entre m/z 550-1100, debido a reportes previos de la literatura (Calvano et al., 2009). Ademas, en
este rango m/z tipicamente no se detectan sefiales propias de la matriz MALDI utilizada, DHB. En
total, se identificaron ocho PLs en modo positivo (Figura 15). Las moléculas de PC son
zwitteriones (poseen una carga positiva y otra negativa) (Xie, 2018), y al tener una carga neta
neutra requerian de un proton o un cation, por lo que en la literatura (Fuchs et al., 2007, 2009) esta
familia de PLs en la lecitina de huevo se reportan como [M + H]* y [M + Na]*, encontrados en
este proyecto de la misma manera. Las moléculas que corresponden a la familia PS poseen en su
cabeza polar dos cargas, una positiva y otra negativa, mientras que en su cola hidrofébica posee
una carga negativa, haciendo que sea indispensable un proton que neutralice la carga negativa de
la molécula y un catidn que la cargue positivamente, reportadas asi por varios autores (Fuchs et
al., 2007; Schiller et al., 1999, 2004). Por lo anterior, las moléculas pertenecientes a la familia PS
también se reportan en este proyecto como especies monocargadas [M + H + Na]*. Todas las
moléculas se formaron por transferencia protonica (de la matriz organica) o catidnica (debido a la
presencia de metales alcalinos, como el sodio, presentes en todas las muestras biolégicas) (Pulfer
& Murphy, 2003). En la Tabla 2 se reporta la lista de los iones observados y su posible
identificacion. Los patrones isotopicos teodricos se calcularon con el software Chemcalc (Patiny &
Borel, 2013), permitiendo visualizar la coincidencia con los patrones experimentales. Ademas, los
valores calculados de exactitud en la masa fueron menores que 100 en todos los casos, lo cual tiene
relacién con la resolucion el analizador tiempo de vuelo utilizado en los ensayos. La composicion
molecular encontrada en estos extractos se comparé con trabajos previos del grupo de

investigacion (Giraldo et al., 2020) y fue similar.
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Tabla 2.

Listado de las sefiales observadas en el espectro de masas MALDI-TOF de los extractos

enriquecidos de PLs purificados y aislados de manteca de Theobroma cacao L. en modo positivo.

Familia Formula mongf::)st?’)pica [M+H]*  [M+Na]* [M+H+Na]* expeg]r/rfental E;(:;atiggp?rﬁ;]
1 PC C2Hs2NOsP 759,577 760,585 760,520 85,461
2 PC C2Hs2NOsP 759,577 782,567 782,534 42,169
3 PC CasHgaNOgP 785,593 808,583 808,498 105,122
4 PS CuasHssNOgP 829,619 853,617 853,603 16,401
5 PS Ca6HgaoNOgP 831,635 855,635 855,672 -43,243
6 PS CasHgaNOgP 859,666 883,664 883,664 1,000
7 PS Ca9Hg2NO10P 885,645 909,643 909,643 1,000
8 PS Ca9HgaNO10P 887,661 911,659 911,659 1,000

Asimismo, se adquirio un espectro en modo de iones negativos, en el cual se analizo la
ventana espectral entre m/z 550-1.000, identificando 12 compuestos de diversas familias de PLs
(PA, PE, PI, PSy PG). El nimero de compuestos detectados en modo negativo fue mayor que el
numero de compuestos detectados en modo positivo, quizas debido a la carga neta negativa
presente en la mayoria de las familias de PLs en la manteca de cacao (PA, PG, PSy PI) (ver Figura
2). En el caso de la familia PE, que posee una carga neta neutra, las especies quimicas detectadas
(Tabla 3) corresponden a moléculas que perdieron un protén y se encuentran cargadas
negativamente de la forma [M - H], mientras que, en el resto de las familias (PA, PG, PSy PI),
las moléculas se encontraban con una carga neta negativa, permitiendo visualizarlas del modo
[M]. Estas moléculas provenientes de diversas fuentes (animales y vegetales) fueron reportadas

igualmente por varios autores (Fuchs et al., 2007; Petkovic et al., 2009; Pulfer & Murphy, 2003).
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Los patrones isotdpicos tedricos coincidieron con los patrones experimentales calculados, con
errores de exactitud en las masas menores a 82 ppm.

En el caso de la sefial en m/z 701,512, el patrdén isotopico de la sefial M + 1 no coincide
con la abundancia relativa de la sefial del espectro. Esto puede deberse a que esta ocurriendo una

superposicion con otras sefiales detectadas.

Figura 16.
Espectros de masas MALDI-TOF medidos en modo negativo para los extractos enriquecidos de
PLs liofilizados de manteca de cacao junto con algunos de los compuestos identificados y la

comparacion de algunos patrones isotopicos tanto tedricos como experimentales.
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Tabla 3.

52

Listado de las sefiales observadas en el espectro de masas MALDI-TOF de los extractos

enriquecidos de PLs purificados y aislados de manteca de Theobroma cacao L. en modo negativo.

Masa

Exactitud en la

Familia Formula monoisotdpica [M] [M-H] m/z experimental masa (ppm)
1 PS C34HesNOgP 665,463 665,463 665,474 -16,530
2 PG Ca4He7010P 666,447 666,447 666,473 -38,713
3 PE C3sH70NOsP 675,483 674,476 674,474 2,965
4 PA CagHeoO7P 680,478 680,478 680,505 -39,678
5 PA C39He670sP 694,457 694,457 694,491 -48,959
6 PE C3gH72NO7P 697,504 696,497 696,493 4,307
7 PA Cs9H750sP 702,519 701,512 701,512 1,000
8 PE C3sH7sNOsP 703,515 702,507 702,502 7,117
9 PA Ca1H7707P 712,540 711,532 711,487 63,244
10 PE Ca3H7sNOsP 763,515 762,507 762,569 -81,311
11 Pl CasH75013P 842,494 842,494 842,492 2,374
12 PI Cu4sH77013P 856,510 856,510 856,444 77,057

Para comprender el papel de los emulsificantes, en especial el de los extractos enriquecidos

de PLs en la formacion de las emulsiones, se homogeneizaron diferentes mezclas de aceite y agua

en un microprocesador ultrasénico con una sonda de titanio, para lograr una mejor dispersién de

los componentes de la emulsion (Modarres-Gheisari et al., 2019; Taha et al., 2020; Tal-Figiel,

2007; Zhou et al., 2022). Tomando como referencia estudios previos del Grupo de Investigacion

(Giraldo et al., 2020), se midieron las estabilidades de las emulsiones preparadas realizando dos

réplicas de cada una de ellas, para un total de 36 emulsiones. Es importante destacar que, al ser

opacas las emulsiones generadas en este proyecto, Unicamente se tuvieron en cuenta los valores de
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retrodispersion (ABS), y que la disminucion de este porcentaje en la zona baja o alta del vial indica
migracion de particulas, mientras que en la zona media representa un incremento del tamafio medio
de las particulas. Hay que tener en cuenta que se realizaron ensayos de microscopia oOptica y
mediciones de tension interfacial, Unicamente para las emulsiones mas estables de cada una de las
proporciones o-w realizadas (la mejor emulsion del blanco, la mejor con surfactante comercial y
la mejor con extractos enriquecidos de PLs).

Inicialmente se evaluaron los blancos, ilustrados en la Figura 17, de los cuales se
realizaron dos proporciones (60:40 o-w, y 70:30 o-w). El valor de TSI medido para la mezcla 60:40
o/w fue de 22,68, y presentd fenomenos de desestabilizacion en el rango de ABS entre -32 %y 13
%. Se pudieron observar dos zonas de coalescencia/floculacion con una clara division al transcurrir
el tiempo de la medicion: en la parte baja del vial (0-14 mm) se acumulé fase acuosa, de 14-19
mm se pudo diferenciar un cambio de fase, con presencia de algunas particulas de agua dispersas
en aceite, y en la parte alta (> 19 mm) se acumul6 principalmente fase oleosa. Por el contrario,
para la mezcla 70:30 o/w se obtuvo un menor valor de TSI, resultado obtenido también por otros
autores (Y. Pan et al., 2021), aunque también se presentaron fendbmenos de coalescencia y
floculacion, representados en valores de ABS negativos, entre -15 % y 0 %.

Con la finalidad de obtener informacion cualitativa sobre la uniformidad de las mezclas en
las emulsiones, se procedid a obtener imagenes Opticas capturadas en un microscopio éptico. En
el caso del blanco 70:30 0-w, se observé que predominaron tamafios de particulas de diametro ~
32,4 um £ 15,8 um sin uniformidad, que se encontraban muy cercanas entre ellas, lo que ocasiond
que se unieran varias particulas rapidamente, tal como mostraron los datos obtenidos en el
Turbiscan, debido a que no habia presencia alguna de surfactante que impidiera la rapida unién de

las gotas.
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Figura 17.

Representacion de los resultados obtenidos de las emulsiones denominadas como blancos: En la
parte superior, se encuentran las graficas generadas por el Turbiscan del cambio en la
retrodispersion, para la proporcion 60:40 o-w (a la izquierda) y 70:30 o-w (a la derecha). Abajo
a la izquierda, se hallan los indices de estabilidad del Turbiscan (cinética de desestabilizacidn)
de estas emulsiones. Abajo en la parte central, se puede visualizar un vial conteniendo un blanco
(70:30 0-w) y su respectiva vista en un microscopio éptico a 400x. Abajo a la derecha, se observa

una fotografia obtenida por el equipo analizador de forma de gota para el blanco 70:30 o-w.
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La proporcion utilizada para la medicion de IFT (Figura 14) fue 70:30 o-w, pero antes de
realizar las mediciones, se determinaron las densidades de las fases utilizadas para las emulsiones,

siendo la del aceite 0,9189 g/mL, la del agua 0,9978 g/mL y la de la mezcla de estas en proporcion
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70:30 o-w de 0,9466 g/mL. Los volumenes de gota inyectados del blanco fueron de 87,1 pL, 86,2
puL y 88,1 pL, generando una IFT promedio de 25,5 mN/m = 0,1 mN/m, concordando con los
valores obtenidos por otros autores (Bhatluri et al., 2015).

Después de tener los resultados de las emulsiones aceite-agua sin adicién de emulsificante,
se procedieron a evaluar emulsiones utilizando un surfactante comercial, como lo es la lecitina de

girasol.
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Figura 18.

Representacion de los resultados obtenidos de las emulsiones 60:40 o-w, utilizando diferentes
proporciones de LG como surfactante: En la parte superior, se encuentran las graficas generadas
por el Turbiscan del cambio en BS: 0,5 %p/p (superior izquierda), 1 %p/p (superior derecha), 2
%p/p (debajo de 0,5 %p/p) y 3 %p/p (debajo de 1 %p/p). Abajo a la izquierda, se hallan los TSI
(cinética de desestabilizacion) de estas emulsiones, y a su lado, se puede visualizar un vial

conteniendo una emulsion de este tipo.
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En el caso de estas emulsiones (Figura 18), en el caso de las mezclas 60:40 o-w, la
emulsion con 0,5 %p/p registréo un TSI de 2,65, rompiendo su estabilidad por sedimentacion,
clarificacion y floculacion/coalescencia en un rango de ABS entre -29 % y 4 %, con fase oleosa a
partir de la altura de 35 mm. EI TSI de la emulsion con 1 %p/p de emulsificante fue de 2,68 en el
rango de ABS entre aproximadamente -47 % y 1 %, que presentd mayoritariamente clarificacion,
ademas de algo de floculacion en la zona alta del vial (> 38 mm), donde prepondero igualmente la
fase oleosa. La emulsion preparada con 2 %p/p tuvo un TSI de 2,41, presentando sedimentacion y
clarificacion en el rango de ABS entre -29 % y 4 %, con una transicion muy uniforme, revelando
de esta manera que no habia rompimiento evidente de la emulsion y la estabilidad era bastante
buena. El valor del TSI para el caso de las emulsiones con 3 %p/p de surfactante fue de 3,80 en un
rango de ABS entre -50 % y 10 %, con fendmenos de sedimentacion, clarificacion y presencia de
mayor fase oleosa a partir de los 32 mm de altura del vial y aparicion de una leve

floculacién/coalescencia.



FOSFOLIPIDOS DE T. CACAO L. COMO SURFACTANTES >
Figura 19.

Representacion de los resultados obtenidos de las emulsiones 70:30 o-w realizadas, utilizando
diferentes proporciones de LG como surfactante: En la parte superior, se encuentran las graficas
generadas por el Turbiscan del cambio en la retrodispersion: 0,5 %p/p (superior izquierda), 1
%p/p (superior derecha), 2 %p/p (debajo de 0,5 %p/p) y 3 %p/p (debajo de 1 %p/p). Abajo a la
izquierda, se hallan los indices de estabilidad del Turbiscan (cinética de desestabilizacion) de
estas emulsiones. Abajo en la parte central, se puede visualizar un vial conteniendo una emulsion
de este tipo y su respectiva vista en un microscopio éptico a 400x. Abajo a la derecha, se observa
una fotografia obtenida por el equipo analizador de forma de gota para la emulsion 70:30 o-w

con 3 %p/p de LG.
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Para la mezcla 70/30 o-w con LG (Figura 19), el TSI de la formulacion con 0,5 %p/p fue
de 3,16, siendo inestabilizada por sedimentacién y clarificacion en un rango de ABS entre
aproximadamente -55 % y 5 %. Esta emulsion present6 un evidente cambio de fase al transcurrir
90 minutos y algo de floculacién/coalescencia en esa transformacion: a partir de los 36 mm de
altura del vial la fase predominante fue la oleosa. En 1 %p/p, se presentd un TSI de 2,20,
desestabilizandose por sedimentacion y clarificacién en un rango de ABS entre -36 %y 2 %, pero
con una transicion uniforme entre ambos fenémenos, lo que revelaba que no habia rompimiento
evidente de la emulsion y esta era estable. EI TSI para la de 2 %p/p fue de 2,23, inestabilizandose
por fendmenos pronunciados de sedimentacion y clarificacion dentro de un rango de ABS entre -
35 % y 10 %, con una transicion mayoritariamente uniforme, pero con algo de
floculacion/coalescencia. Por ultimo, la més estable fue la que contenia 3 %p/p, teniendo un TSI
de 1,88, presentando sedimentacion y clarificacion como fendmenos de inestabilidad dentro de un
rango de ABS entre -16 % y 6 %, pero con una transicion mayoritariamente uniforme. Todos estos
resultados fueron similares a los encontrados por (L. G. Pan et al., 2004).

En el ensayo de microscopia Optica, se repard en que el tamafio de particula era de
didmetro = 4,3 um + 2,8 um, no vario tanto y dentro de la muestra las particulas se ubicaban de
manera muy uniforme, bastante distanciadas a comparacion de las otras dos emulsiones. Para la
medicion de la tension interfacial de la emulsidn con LG, se utilizé la realizada con 3 %p/p. Los
volimenes de gota fueron de 60,0 pL, 57,5 pL y 57,5 uL, produciendo una IFT promedio de 17,6
mN/m = 0,2 mN/m. Con los resultados obtenidos por el equipo analizador de forma de gota, fue
posible asumir que en la LG hubo suficientes moléculas para proporcionar una rapida y completa

cobertura de las gotas de fase dispersa, lo que redujo la IFT, permitié una mayor separacion entre
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gotas y una mejor emulsificacion, tal como mostraron los resultados del Turbiscan, impidiendo la
coalescencia mediante la estabilizacion estérica interfacial.

Considerando las observaciones anteriores, se procedié a evaluar las emulsiones que
contenian extractos enriquecidos de PLs. Para estas emulsiones solo se realizaron las dos mejores
proporciones encontradas con la lecitina comercial (70:30 o-w con 1 %p/p y 3 %p/p), debido a que
el rendimiento de extraccion de PLs a partir de la manteca de cacao es solo el 0,13% (10,20 g) y
es necesario hacer multiples mediciones de estabilidad.

La emulsion de 1 %p/p con extractos enriquecidos de PLs mostré TSI de 10,30 en el rango
negativo de ABS entre -12 % y 0 %, presentando floculacion/coalescencia, mientras que en la de
3 %p/p el TSI fue de 8,04. Esta Ultima se desestabilizd por sedimentacion, clarificacién y
floculacion/coalescencia en rango de ABS entre -10 %y 5,5 %. En el ensayo de microscopia Optica,
se evidenci6 mayoritariamente un tamafio de particula de diametro =~ 6,7 um + 2,8 pum, algo
uniforme y distanciadas entre si, sin embargo, en las capas del fondo de la imagen se percibid
coalescencia, que puede deberse a que la velocidad de adsorcion del surfactante no pudo haber
sido tan rapida y por ende no se alcanzé a generar una estabilizacion mas fuerte y duradera (Zhang
et al., 2022). En la Figura 20 se muestran los resultados de los andlisis realizados para estas
emulsiones. Los volimenes inyectados en el equipo analizador de forma de gota fueron 76,3 L,
76,6 pL, y 77,8 uL, generando una IFT promedio de 22,6 mN/m + 0,2 mN/m para este tipo de

emulsién.
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Figura 20.

Representacion de los resultados obtenidos de las emulsiones realizadas con extractos
enriquecidos y purificados de PLs: En la parte superior, se encuentran las graficas generadas por
el Turbiscan del cambio en la retrodispersion para la proporcion 70:30 o-w, con 1 %p/p (a la
izquierda) y 3 %p/p (a la derecha). Abajo a la izquierda, se hallan los indices de estabilidad del
Turbiscan (cinética de desestabilizacion) de estas emulsiones. Abajo en la parte central, se puede
visualizar un vial conteniendo una emulsion de este tipo y su respectiva vista en un microscopio
Optico a 400x. Abajo a la derecha, se observa una fotografia obtenida por el equipo analizador

de forma de gota para el blanco 70:30 o-w con 3 %p/p de extractos enriquecidos y purificados de

PLs.
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Para saber si eran emulsiones de tipo o/w o w/o, se realizo la prueba de la gota, que
consistio en verter un par de gotas de cada emulsién modelo (con surfactante) en un recipiente que
contuviera agua y otras en uno que contuviera aceite (las mismas fases utilizadas en las
emulsiones). Ambas emulsiones, tanto la que tenia LG como extractos enriquecidos de PLs, se
dispersaron en aceite, confirmando la afinidad de este con la fase continua de las emulsiones,
indicando de esta manera que eran emulsiones de tipo w/o. Adicionalmente, se ratific con esta
prueba que el emulsificante utilizado para cada una de ellas poseia un HLB bajo (3-6),
(correspondiente compuestos surfactantes que estabilizan emulsiones de este tipo, ver Tabla 1),
resultado obtenido de igual manera en los calculos tedricos realizados con el uso de la ecuacion de
Griffin (Ecuacion 1), donde para los extractos de PLs el HLB fue de 4,93 y de 4,38 para LG.

Conforme a los resultados anteriormente descritos en las graficas obtenidas por el
Turbiscan y los ensayos por microscopia Optica para todas las emulsiones, se pudo percibir que
acorde lo que menciona (McClements, 2010; McClements & Gumus, 2016), las dispersiones con
particulas pequefias (generalmente con forma esférica) fueron en términos generales mucho mas
estables que las que poseian particulas grandes, a razon de que eso impedia unirse rapidamente a
otras del mismo tipo y asentarse, teniendo consecuencias directas sobre su separabilidad. Para
evitar la separacion de fases, las emulsiones se estabilizan cinéticamente (en un estado conocido
como metaestable), aunque sigan siendo sistemas termodinamicamente inestables. Con la adicion
de emulsionantes adecuados, como la lecitina de girasol o los extractos enriquecidos de PLs para
este proyecto, se redujo el area de contacto entre las fases hidro y lipofilica, ya que era
desfavorable, donde las interacciones estéricas y/o la carga superficial impidieron la coalescencia,

mediante la formacion de una capa protectora de estas moléculas anfifilicas que rodeaban las gotas
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de fase dispersa, con el objetivo de minimizar el area interfacial entre las fases, reduciendo la IFT,
tal como lo reportado también por (McClements, 2016; McClements & Gumus, 2016).

En el caso de las emulsiones con extracto enriquecido de PLs, la IFT y el TSI disminuyeron
en menor medida que al utilizar la LG, pero méas que en el caso de los blancos, indicando que estos
extractos no eran tan buenos retrasando la coalescencia. Esto pudo deberse a que la emulsién con
extractos enriquecidos de PLs de manteca de cacao quizas requeria una mayor concentracion de
surfactante dentro de la interfaz. Estos factores concuerdan de igual manera con los ensayos de
microscopia optica, en donde el mayor tamafio de gota observado fue el del blanco y el menor el
de LG. Asi mismo se pudo ver una relacion directa de IFT con el volumen inyectado para que las
gotas estuvieran en equilibrio con el ajuste del perfil tedrico, donde entre mayor era la IFT, mayor
era el volumen requerido para romper este equilibrio entre fases, y asi mismo era dificil lograr una
buena homogeneizacion.

Ademas, puede haber impurezas o problemas experimentales al obtener el extracto
enriquecido de PLs que pudieron ocasionar las variaciones de concentracién de zwitteriones,
especificamente PC y PE, con una proporcion mas alta de PLs no solubles (como PI, PA, PG y
PS), ocasionando una emulsion parcialmente estable en funcién del método de extraccion
empleado, en este caso del desgomado acido modificado para la extraccion de los PLs, tal como
lo demostraron (Lem Van Nieuwenhuyzen, 1981; Srinuan et al., 2020; van Nieuwenhuyzen, 2010).
El método utilizado para refinar el aceite es otro factor decisivo, ya que (Ho & Chow, 2000)
informan que con refinamientos quimicos se alcanzan valores mas altos de IFT, reducciones de
actividades interfaciales y mayor pureza que con los métodos fisicos. Pueden atribuirse inclusive
otros factores desfavorables para la estabilidad al fruto del cacao, debido a que la concentracion o

variacién de familias de PLs pueden exhibir variabilidad debido a sus diversos origenes botanicos
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y, dada su naturaleza inherente, estan sujetas a la influencia modificadora de los elementos
ambientales, incluidas las condiciones climaticas y los factores edaficos, variando asi la
composicion de los extractos enriquecidos de PLs de especie a individuo. Estos factores externos
también ejercen un impacto en la constitucion molecular general de la lecitina (Gould et al., 2016;
Kindlein et al., 2018; Parsons et al., 1969).

Al usar el extracto enriquecido de PLs en las emulsiones agua-aceite hubo una reduccion
en la IFT, la estabilidad y el tamafio de particula, sin embargo, se podria alcanzar una mayor
reduccidn de estos valores si se aumenta la concentracion inicial de este extracto enriquecido de
PLs, e incluso, al combinarlo con otros surfactantes se puede alcanzar una mayor eficiencia.
Lecitinas mas concentradas, e incluso con la adicion de otros surfactantes adecuados y efectivos,
pueden alcanzar valores mas bajos en los ensayos aqui descritos, mejorando asi la estabilidad de

la emulsién deseada.
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5. Conclusiones

En este proyecto de investigacion fue posible extraer 0,13 % de PLs enriquecidos y
purificados a partir de manteca de cacao del clon CCN51, encontrandose mediante analisis de
MALDI-TOF, en modo positivo y negativo, varios compuestos pertenecientes a seis familias de
fosfolipidos: PI, PS, PA, PE, PC y PG. Sin embargo, debido al tipo de extraccion realizada y a los
procesos que se le realizan industrialmente, pueden existir impurezas y diversos factores que
pudieron influir en la concentracion de PLs extraidos de una fuente natural como esta. Al realizar
emulsiones con extractos enriquecidos de PLs de manteca de T. cacao L. como surfactante, se
encontrd que la relacion 70:30 v/v o-w con 3 %p/p de emulsificante fue la mas estable. Esto se
evidencio mediante los datos de ABS y TSI, adquiridos por el Turbiscan. La efectividad y eficacia
de estos extractos como estabilizantes en las emulsiones w/o superaron a los blancos de referencia.
Adicionalmente, el desempefio de los PLs de cacao fue comparable al de las lecitinas comerciales,
como la de girasol. La tension interfacial entre las fases también se redujo, disminuyendo el area
de contacto, mejorando la eficiencia para reducir las interacciones interfaciales entre ambos fluidos
inmiscibles en la interfaz o-w. Todo esto permite dar continuacién a multiples investigaciones para
desarrollar emulsiones w/o, necesarias en los diversos campos de la industria, con origen natural

y amigable al medio ambiente, aportando un extra a los usos del cacao, en especial del colombiano.
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6. Recomendaciones

Se sugiere explorar las mismas emulsiones, 0 mas, variando el tipo de aceite, el tiempo y
modo de emulsificacion, pero extrayendo los PLs de la manteca de cacao con otros procesos de
desgomado, como el enzimatico, ya que este evita de manera favorable la pérdida de PLs no
hidratables. Se recomienda realizar anélisis de RMN de solidos para determinar la concentracion
de cada fosfolipido presente en la muestra. Adicionalmente, realizar emulsiones con los PLs que
se encuentran en la cocoa puede dar resultados 6ptimos, ya que es posible que se encuentren en
mayores proporciones o posea mayor cantidad de PC. Combinar diferentes tipos de surfactantes
también es una buena eleccidn para encontrar mejores resultados en la estabilidad de diversas
emulsiones, y que puedan tener un menor costo de fabricacién, generando de esta manera una
nueva oportunidad de ingresos para el sector agroindustrial. Asi mismo, llevando mas alla esta

investigacion, se propone buscar qué otras fuentes naturales pueden ser potenciales surfactantes.

7. Divulgacion de Resultados

Los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion seran divulgados en el
libro entregado a la escuela de Quimica, de la Universidad Industrial de Santander. Ademas, los
resultados del presente trabajo, junto con el estudio computacional de la interfaz w/o realizados
por el Grupo de Investigacion In silico de la Universidad de Sucre, fueron aprobados para la 72"
ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, que se realizard en California, EE.

UU., y en un manuscrito para posterior publicacion en una revista cientifica internacional.
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