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RESUMEN

El complejo oleaginoso argentino, que abarca desde la produccién de granos
hasta su industrializacion, permitiendo obtener aceites crudos, refinados, residuos de
la industria aceitera procesados (pellets, lecitina, etc) y biodiésel, es uno de los mas
importantes del mundo, y uno de los motores de la economia del pais. Las 10 plantas

de procesamiento de soja mas grandes del mundo se encuentran en Argentina.

En la industria aceitera, se procesan las semillas oleaginosas, principalmente
soja, separando el aceite de las harinas. Dentro de las etapas de purificacion del aceite,
ya sea para uso alimenticio o para su uso en la producciéon de biocombustibles, se
realiza la operacién de desgomado, que tiene por objetivo reducir el contenido de
fosfolipidos del aceite. Esta operacién genera un residuo que representa un 5% del
aceite tratado, es decir que, por cada tonelada de aceite tratado se generan 50 kg de
este residuo. Para dar una idea de la magnitud de la situacidn, el polo aceitero de
Rosario cuenta con una capacidad de molienda de 126.000 toneladas diarias, lo que

genera aproximadamente unas 1100 ton/dia de residuos del desgomado.

La denominacién de “gomas” a dicho residuo refiere a su apariencia, ya que
estd formado por una fuerte emulsién de fosfolipidos, agua y aceite. Tradicionalmente,
los complejos industriales de procesamiento de soja re-inyectaban en las harinas el
residuo generado en esta operacién. En la actualidad esta operacion ya no es posible
debido a que el poroto de soja, y por ende las harinas, han tenido una importante
caida en el contenido proteico. Por lo tanto, ya no pueden diluirse y el residuo del
desgomado no puede re-inyectarse en las harinas, por lo que surge la oportunidad de

desarrollar nuevas aplicaciones fundamentalmente para dar valor a este subproducto.

Las “gomas” estan constituidas aproximadamente por un 30% de aceite ocluido,
40% de fosfolipidos, 30% de agua y en menor medida de otros componentes como ser
glicolipidos, azlcares complejos, etc. Entre los fosfolipidos que componen las gomas,
se encuentran en mayor proporcién la fosfatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina

(PE), el fosfatidilinositol (P1) y el acido fosfatidico (PA).



En particular, la PC y la PE con una pureza del 60% aproximadamente, han sido
ampliamente utilizados en la industria alimenticia como agentes estabilizantes,
emulsionantes y humectantes. Ademads, la PC y la PE se utilizan en la industria
farmacéutica y cosmética, con la consideracion particular de que en estos casos se
requiere el fosfolipido con un grado de pureza considerablemente mayor (superior al

80% de pureza).

Paralelamente, los fosfolipidos comerciales con alto grado de pureza, son
utilizados en el desarrollo de nuevos medicamentos. Se conoce el uso de los mismos
como adyuvantes tipo cajas lipidicas para vacunas, obteniéndose alta efectividad hacia
el patégeno. Sin embargo, una gran desventaja es el alto costo que tienen los

fosfolipidos disponibles comercialmente.

El objetivo central de esta tesis es desarrollar procesos para transformar los
residuos del desgomado de aceites en productos de mayor valor. Particularmente, se
qguiere producir adyuvantes para vacunas a partir de fosfolipidos extraidos de un
residuo de la industria aceitera. Esto traeria aparejado importantes beneficios, como
ser el agregado de valor a un residuo que se genera en grandes cantidades en la
Argentina y particularmente en nuestra provincia, y una reduccién significativa de los

costos de produccion de vacunas.

En este marco, el objetivo central que se plantea es desarrollar un proceso de
purificacién del residuo del desgomado del aceite para obtener fosfatidilcolina en alta
concentracién para ser usada en la industria farmacéutica-veterinaria, mas
especificamente, como adyuvantes para vacunas. Adicionalmente, como objetivo
secundario, se propone la estandarizacién y puesta a punto de la técnica analitica para
determinar cuantitativa y cualitativamente los fosfolipidos presentes en los residuos

del desgomado de aceites.
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1. INTRODUCCION

El trabajo de esta tesis se centra en la purificacién de la PC para uso como
coadyuvante de vacunas veterinarias y como una alternativa al agregado de valor del
residuo del desgomado de aceites. Es importante resaltar que se ha trabajado en el
marco de la presente tesis, con investigadores de la Facultad de Bioquimica y Ciencias
Bioldgicas de la UNL, quienes utilizaron los fosfolipidos purificados en esta tesis, para la
formulacion de vacunas. Se incluyen en este trabajo, los resultados obtenidos en esta

aplicacion.

En este capitulo se presenta una breve revision del estado del arte acerca de la

purificacién de la fosfatidilcolina.

1.1. Obtencién del residuo de desgomado del aceite

El proceso de refinado del aceite tiene como fin mejorar la calidad para su uso
alimenticio o como materia prima para la industria del biodiésel. Durante la extraccién
del aceite crudo por solventes o prensado, se arrastran compuestos diferentes a los
triglicéridos, tales como &cidos grasos libres, fosfolipidos, esteroles, tocoferoles,
resinas, glucdsidos, carotenos, pigmentos, material mucilaginoso, trazas de metales y
pesticidas. Asi, el refinado tiene como finalidad eliminar componentes indeseables,
tratando de preservar la calidad de los constituyentes esenciales, en este caso los

triglicéridos [1-2].

El conjunto de operaciones de purificaciéon del aceite recibe el nombre de
refinamiento, y abarca las etapas de desgomado, neutralizacion, blanqueo,
winterizado, y desodorizacidon. Dentro de estas, nos centraremos en la operacidon de
desgomado, la cual tiene por finalidad extraer los fosfolipidos del aceite, hasta niveles
que en general son inferiores a 10 ppm de fdsforo, tanto para aplicacion en la

produccidn de aceite comestible, como para la produccion de biodiesel.

La eliminacién de los fosfolipidos durante el proceso de refinacidon resulta

esencial por varios motivos, entre los que se destacan los siguientes:
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e Los fosfolipidos son compuestos altamente emulsionantes, lo que
supone un aumento en las pérdidas por refinacion.

e Normalmente, estan asociados a metales prooxidantes, principalmente
hierro, que disminuye la estabilidad del producto y le confiere turbidez
por aparicidon de precipitados. Si los fosfatidos permanecen durante la
desodorizacion, el aceite adoptara un color mas oscuro y tendra malas
caracteristicas organolépticas y de estabilidad.

e Causan decantacion en los tanques de almacenamiento.

e Forman espumas durante el calentamiento.

Las etapas del refinado en las cuales se eliminan los fosfolipidos se denominan
“desgomado”. En una primera etapa se utiliza solo agua, y en la segunda se agrega
agua con acido. Ambas etapas son requeridas ya que los diferentes fosfolipidos
contenidos en el aceite presentan caracteristicas particulares que requieren de
distintas condiciones para poder ser separados del aceite. Segun la afinidad de los
distintos fosfolipidos por el agua se los clasifica como “hidratables” y “no hidratables”.
En el primer grupo (hidratables) se encuentran el fosfatidilinositol y la fosfatidilcolina, y
en el segundo (no hidratables) el acido fosfatidico y la fosfatidiletanolamina. Las
caracteristicas y comportamientos de los diferentes fosfolipidos seran descriptos en el
siguiente punto (1.2). En la Figura 1.1 se muestran dos de las alternativas de
desgomado. En la primera (Fig. 1.1.A) se muestra el diagrama del desgomado acuoso,
donde se extraen los fosfolipidos hidratables. El segundo diagrama (Fig. 1.1.B) muestra
un proceso de desgomado especial donde se combina la etapa acida y una etapa

usando sdlo agua, extrayendo asi tanto fosfolipidos hidratables como no hidratables.
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Figura 1.1.B: Proceso de desgomado especial dcido-acuoso

En el desgomado acuoso se remueven los denominados fosfolipidos
hidratables. El aceite crudo pasa a través de un intercambiador de calor a placas,
calefaccionado con vapor, hasta alcanzar 75-85 °C, y luego se le adiciona agua en
porcentaje equivalente al contenido de fosfolipidos. Se realiza la mezcla rdpida con
mezcladores dindmicos, o con mezcladores estaticos, de menor eficiencia, que

requieren un tiempo de hidratacién minimo de 30 minutos [2].

Luego, en el desgomado acido (esquema no mostrado), el aceite a una
temperatura entre 80 y 90 °C se mezcla con 4acido fosférico o citrico, seguido por un
tiempo de reaccion de 5-20 minutos para hidrolizar los complejos de calcio y magnesio

de los fosfolipidos no hidratables. Posteriormente, se mezcla con 2-5 % de agua a fin de
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hidratar los compuestos formados, antes de enviarlo al separador centrifugo [2]. En la
Fig. 1.1.B se muestra una variante, en la cual, mediante la adicién de una pequena
cantidad de un acido adecuado y lejia diluida a temperaturas cuidadosamente
controladas, se logra la separacion de las gomas hidratables y no hidratables de los

aceites.

El residuo obtenido de la etapa de desgomado acuoso comunmente se
denomina “gomas” y el de la segunda (desgomado acido) “borras”. La composicién de
ambas corrientes dependerd fuertemente del proceso de produccion, pero a
continuacién se detallardan composiciones promedio de muestras analizadas en nuestro
laboratorio, que coinciden con reportes de bibliografia. Las gomas contienen
aproximadamente 40% agua, 38% de fosfolipidos, 20% de aceite y otras impurezas [3],
y se encuentran formando una emulsién muy consistente [4]. En cuanto a las “borras”
suelen tener una consistencia mas fluida que las anteriores, por su menor contenido de
fosfolipidos y su mayor contenido de agua (aproximadamente 50% de agua, 20% de
aceite, 25% de fosfolipidos, 5% de jabones, y sales del acido empleado en dicha etapa,

tipicamente fosférico) [5-7].

Como se menciond mas arriba, el residuo del desgomado ya no puede utilizarse
en su totalidad para ser reinyectado en las harinas de soja. Actualmente es usado en
otras aplicaciones, principalmente para la produccion de lecitina, que se obtiene luego
de una etapa de secado de las gomas, con una composicion aproximada es 60-65% de
fosfolipidos totales, 30-35% de aceite, y 3% de impurezas. Este producto es empleado
como emulsionante en la industria alimenticia, farmacéutica, cosmética, plasticos,
pinturas, recubrimientos, pesticidas, petrdleo, etc. Existen diferentes calidades de Ila
lecitina. Por ejemplo, la lecitina grado alimentacion animal tiene un precio aproximado
de 600 USS/ton. En el caso de las borras, la situacidn es menos favorable auln, dado el
menor contenido graso y por tanto el menor valor de comercializacion. Existe entonces
un gran interés de la industria aceitera en desarrollar aplicaciones de estos

subproductos
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Es por ello que en esta tesis se propone desarrollar un proceso para el
aprovechamiento de la fraccién fosfolipidica presente en el residuo del desgomado,

transformandola en productos de mayor valor.

1.2. Caracteristicas de las “gomas”
El residuo del desgomado de aceites estd compuesto principalmente por una

mezcla compleja de fosfolipidos, triglicéridos, agua, y pequefas cantidades de otros

componentes como fitoglicolipidos, fitoesteroles, tocoferoles y acidos grasos.

Los fosfolipidos son del tipo de los derivados del glicerol, cuyos grupos
alcohdlicos estan esterificados por dos cadenas de acidos grasos, y una tercera uniéon
establecida por un grupo funcional con fésforo (éster orto-fosférico), al cual se unen

(formando un fosfo-diéster) bases nitrogenadas y otros grupos derivados de alcoholes.

En su mayoria, los fosfolipidos presentes en los aceites vegetales son la
fosfatidil-colina (PC), la fosfatidil-etanolamina (PE), el fosfatidil-inositol (PI) y el acido

fosfatidico (AP).

En la Figura 1.2 se muestra la estructura de los principales fosfolipidos (Fig
1.2.A) presentes en los aceites vegetales, fitoglicolipidos (Fig 1.2.B), fitoesteroles (Fig

1.2.C), tocoferoles (Fig 1.2.D) y acidos grasos (Fig 1.2.E).

X = CH,-CH,-N*(CH,), Fosfatidilcolina (PC)

X =CH,-CH,-N"H,  Fosfatidiletanolamina (PE)
CH,-COO-R,
| OH OH
CH,-COO-R,
| X= 'OH Fosfatidilinositol (P1)
CH,-OPOOHO-X

OH OH
X =H Acido Fosfatidico (PA)
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Figura 1.2.A. Estructura quimica de los principales fosfolipidos presentes en los aceites

vegetales.

Y = Lipid

Figura 1.2.B. Estructura quimica de los fitoglicolipidos.

Figura 1.2.D. Estructura quimica de los tocoferoles.

0

CH,~CH,~ CH,~ (CH) - CH,~C

— ||
cadena alifatica grupo carboxilo

Figura 1.2.E. Estructura quimica de los dcidos grasos.

En menor medida también podemos encontrar las formas degradadas de los
fosfolipidos, denominadas liso-fosfolipidos (Fig 1.2.F) [8]; el cual no es mas que un

fosfolipido que perdié una de las cadenas de acido graso unido al glicerol.

13



“Obtencion de fosfolipidos purificados a partir de residuos del desgomado de la industria aceitera, para ser
utilizado como adyuvante en vacunas”
Valentina Rossi.

0 X =CH,-CH,-N"(CH,), Fosfatidilcolina (PC)

CHp—0—C—R; X =CH,-CH,-N'H,  Fosfatidiletanolamina (PE)
H—0—CH 0 - '

| I x= H}-'H Fosfatidilinositol (P1)
CHp—0—P—0—X /

I OH OH

0—

X=H Ackdo Fosfatidico (PA)

Figura 1.2.F. Estructura quimica de los liso-fosfolipidos.

En la Tabla 1.1 se muestra la distribucién de los fosfolipidos en los aceites de soja
[4]. La proporcion de cada fosfolipido no sélo depende del tipo de cultivo sino también

de la estacidn del afio, zona de procedencia, el almacenamiento del grano, etc.

Porcentaje (%)

Fosfatidilcolina 38-47
Fosfatidiletanolamina 21-25
Fosfatidilinositol 22-26

Acido Fosfatidico 4-11

Otros fosfolipidos 5-8
Contenido total de fosfolipidos 1,2-2,9

en el aceite
Tabla 1.1. Distribucion porcentual de los fosfolipidos en los aceites de soja.

Los fosfolipidos en el residuo del desgomado se encuentran formando una
interfase entre los componentes polares (agua) y no polares (aceite) del sistema, a
través de estructuras bicapa y micelar dependiendo de la especie (Figura 1.3). Esta
combinacion de estructuras, sumado al poder de hidratacion de los fosfolipidos, hacen
que estas materias presenten una dificultad adicional para separar alguna fraccién de

los fosfolipidos que la conforman.

14
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PE

Figura 1.3. Estructura bicapa y micelar de las emulsiones agua:fosfolipido:aceite

dependiendo de la especie.

El PI y la PC son normalmente designados como fosfolipidos “hidratables”
debido a que poseen gran polaridad en el grupo fosfodiéster, y, por lo tanto, gran
afinidad por el agua. En consecuencia, son los que se eliminan preferencialmente en la
primera etapa del desgomado, obteniéndose el residuo denominado “gomas”. Por otro
lado, el PA y la PE son definidos como fosfolipidos “no hidratables”, extrayéndose en la

segunda etapa del desgomado, es decir en las “borras”.

La PE presenta un grupo amino y fosfato. A pH neutro se protona el primero y el
segundo disocia, presentando una estructura quelante como la que se muestra en la
Figura 1.4. El oxigeno negativo del fosfato se aproxima al nitrégeno positivo formando
un anillo de 6 miembros, haciendo que el momento dipolar de la molécula se vuelva
bastante pequefio. Esto hace que sea poco hidratable y tenga un coeficiente de reparto
pequeiio entre el agua y el aceite, disolviéndose preferentemente en este uUltimo. Por
lo tanto, la eliminacidén de este fosfolipido con el desgomado acuoso sélo es parcial.
Esto explica el hecho de que tengamos su presencia en las “gomas” a pesar de ser

considerado un fosfolipido no hidratable [9].

El PA posee dos grupos hidroxilos que pueden disociarse. El valor de pKa de la
primera disociacidon es de aproximadamente 2,7-3,8, y el de la segunda disociaciéon
estd en el rango 7,9-8,7 [10]. Durante el desgomado con agua del aceite vegetal crudo,
algo de PA es extraido como una mono-sal de potasio, dado que el potasio estd

débilmente ligado al PA disociado, que es la forma en la cual se encuentra en las
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gomas. Sin embargo, cuando el PA estd presente como sal de calcio o magnesio, forma
un fosfatido no hidratable. Todos estos cationes se encuentran en forma natural en los

aceites crudos [9].

Ry
o T/J\O
O—CH CH?
;};c; / \O—CH?

Figura 1.4. Estructura quimica de la fosfatidiletanolamina en los aceites vegetales sin

desgomar, donde forma una estructura quelante.

En lo que refiere a la estructura la PC, el grupo colina tiene una carga positiva en
el grupo trimetilamino con un pKa de disociacidn en un valor inferior a 3,5 [10]. Sin
embargo, como se observa en la Figura 1.5, por razones estéricas, la carga negativa del
grupo fosfato y la carga positiva del dtomo de nitrogeno no interactuan. En
consecuencia, la molécula de PC tiene un gran momento dipolar y lleva una carga
positiva. Ambas propiedades hacen que la molécula sea hidrofilica, por lo que su
coeficiente de particion entre el aceite y el agua estara fuertemente del lado del agua,

lo que explica por qué es extraida principalmente con el desgomado acuoso.

& o I
Al Ly
2 0—-—ch 2 \\“\F/ H/ RNE\
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Figura 1.5. Estructura quimica de la fosfatidilcolina en los aceites vegetales sin

desgomar
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El PI también tiene un grupo fosfato que se disocia a pH neutro y pierde su
carga negativa en su valor de pKa que estd por debajo de 3,5. Entonces, en un
ambiente acido, no tiene carga y solo un pequeiio momento dipolar. Se ha mencionado
en la literatura [11] que el inositol tiene una afinidad mucho menor por el agua que el
grupo colina cargada, pero sus cinco grupos hidroxilo hacen que sea hidrofilico, por lo
gue su coeficiente de particion, al igual que el coeficiente de PC, esta fuertemente en

el lado del agua [9].

En base a lo desarrollado, en esta tesis se trabajara solamente con los residuos
obtenidos de la primera etapa del desgomado, dado que seran los que poseeran mayor
contenido de PC. Ademas, se trabajard principalmente con lecitinas, que son el residuo
de desgomado acuoso luego de una etapa de secado. Las lecitinas, a diferencia de las
gomas, presentan la ventaja de tener una composicion mas uniforme y esto contribuye
a poder realizar un estudio de manera mas sistematica a partir de una dada materia
prima uniforme. En el caso de las gomas, éstas son una emulsién que presenta
variaciones en la composicion, no sélo a nivel industrial dependiendo del aceite y las
condiciones del proceso, sino a escala laboratorio la emulsién también presenta
variaciones, por ejemplo, entre la zona superior e inferior del recipiente que las
contenga, y ademds no son estables en el tiempo, presentando procesos rapidos de
fermentacién y descomposicion. Esto se minimiza luego de la etapa de secado que
genera como producto las lecitinas. Estas pueden también estar sometidas a nuevas
etapas de purificacién o refinado en funcién de su uso (retirando por ejemplo el aceite

o los compuestos que le otorgan el color).

La lecitina se puede definir como una mezcla compleja de fosfatidos
(fosfolipidos) compuesta en su mayor parte por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilinositol, combinados con otras sustancias tales como triglicéridos, acidos
grasos y carbohidratos. Es importante resaltar que los fosfolipidos son insolubles en
acetona. La consistencia de la lecitina en los grados natural y refinado puede variar
desde plastica a fluida, en polvo o granulos, dependiendo del contenido de &acidos
grasos y de aceite y de la presencia o ausencia de otros diluyentes. Su color varia de
amarillo pdlido a pardo dependiendo del origen y de si se le aplicd un proceso de

blanqueamiento o no. Es inodora o con olor y sabor caracteristico suave [12].
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La lecitina es sdlo parcialmente soluble en agua, pero se hidrata facilmente
formando emulsiones. Cuando estdn presentes todas las fracciones de fosfatidos, la

lecitina es parcialmente soluble en etanol y practicamente insoluble en acetona [12].

Para su uso comestible, en el Cédigo Alimentario Argentino se detallan valores

de referencia o limites segln:

® Insoluble en hexano: méax 0,3%.

e Insoluble en acetona (fosfatidos): min 50,0%.
e indice de acidez: méax 36.

® Arsénico, como As: max 3 ppm.

o Metales pesados, como Pb: max 0,004%.

® Plomo: max 10 ppm.

e [ndice de perdxido: max 10,0.

® Agua: max 1,5%.

1.3. Aprovechamiento de los Fosfolipidos

Tal como se mencioné anteriormente, los fosfolipidos son de amplia utilidad en
la industria farmacéutica. En este sentido, y en particular la fosfatidilcolina, con alto
grado de pureza, y adquirida de diversas fuentes presentes en la naturaleza (yema de
huevo, semilla de sésamo, semilla de soja, etc.), se utiliza como adyuvante para
vacunas. Esto tiene un rol fundamental en la efectividad de una vacuna, ya que el
adyuvante modifica el efecto del farmaco, estimulando o potenciando la respuesta

inmunitaria del medicamento [13].

Se propone entonces, obtener PC concentrada a partir de las “gomas”, para ser
utilizada como adyuvante en vacunas. Esto implica purificar y fraccionar las “gomas”

hasta obtener una fraccion rica en PC.

Entre los métodos de purificacién y obtencion de PC mas difundidos, se
encuentran extraccion por solvente, tratamiento por solvente luego de modificacién

quimica, ultrafiltracién, cromatografia, extraccion con fluidos supercriticos, entre otros.
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Segun reporta Zhang y colaboradores [14], se encuentran numerosos estudios
sobre la separacidn y purificaciéon de fosfolipidos. La misma es usualmente llevada a
cabo mediante diversas técnicas cromatograficas, como ser cromatografia de capa
delgada (TLC por sus siglas en inglés) [15,16], cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC por sus siglas en inglés) [17-21], cromatografia de columna a baja presion (LPCC
por sus siglas en inglés) [14,22], etc. Entre los métodos mencionados, TLC tiene como
desventaja la dificultad de recuperar posteriormente los productos. Por otro lado, HPLC
tiene altos niveles de eficiencia a medida que se reduce el didmetro de columna, sin
embargo, el costo del equipamiento y el mantenimiento del mismo son elevados.
Ademads, ambas TLC y HPLC, no cuentan con la posibilidad de ser escaladas
industrialmente. Por otro lado, LPCC exhibe una ventaja con respecto a la factibilidad
de ser realizado a gran escala, ya que cuenta con baja complejidad operacional y bajo
costo. No obstante, en este ultimo caso, puede llegar a resultar un problema adicional

la recuperacién de el/los solvente/s utilizado/s.

Mediante el método LPCC [23,24], se ha reportado que, con metanol como
solvente para la elucién isocratica en columna de silice, se obtienen valores de pureza
cercanos a 90% de PC [14]. Paralelamente, estudios demuestran que, utilizando una
mezcla de éter de petréleo, 2-propanol y agua en proporciones volumétricas de
1:1:0,175, con una columna de silice, se han logrado valores de pureza que rondan el

95 % de PC [23].

El etanol es un disolvente muy elegido como enriquecimiento de PC debido
tanto a razones toxicolégicas como a la alta solubilidad del PC en etanol, pero la
extraccion con etanol no es suficiente para obtener PC de alta pureza, ya que la
fosfatidiletanolamina (PE) también es soluble en etanol en una medida significativa.
Hoy en dia, la separacion cromatografica parece ser el método de eleccién para
preparar tanto PC de alta pureza como otros fosfolipidos. Sin embargo, el principal
problema de los métodos cromatograficos es el gran volumen de disolvente que

interviene en la separacién, lo que hace que el proceso sea muy caro.

Otra alternativa son los sistemas de extraccién liquido-liquido. Tal como se

encuentra reportado [24], por ejemplo, mediante el uso de una fase no polar como el
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hexano y una fase polar como el acetonitrilo, se puede extraer PC en la segunda fase.

En este caso, se reportan purezas de 85%.

Adicionalmente, dentro de los sistemas de extraccion liquido-liquido, se
encuentra reportado [25] que es utilizando como solvente de extraccién una solucién
formada por un solvente polar (isopropanol o etanol) y un solvente no polar (hexano),
y luego filtrando a través de membranas de ultrafiltracion [26] semipermeables bajo
presion. Por ejemplo, utilizando membranas de poliacrilonitrilo con valores de cut-off
(valor minimo de peso molecular a partir del cual el 90% de los solutos queda retenido)

de 15.000 Da. Asi, se obtienen valores de aproximadamente 65% de pureza de PC.

Por otro lado, también se ha reportado que se puede separar PC mediante
extraccion con fluidos supercriticos [27,28]. El CO, es el mds difundido por ser un
solvente seguro, de facil disponibilidad y bajo costo. Sin embargo, una de las
principales desventajas del método es el elevado costo inicial de inversidon en
comparacion con técnicas de extraccion a presion atmosférica. De todos modos, el
proceso en si no cuenta con altos costos operativos y es facilmente escalable. Otro
beneficio es que es practicamente inocuo y con un minimo de generacion de residuos
no recuperables. Por ejemplo, segln se reporta en [28], se realiza extraccion de PC con
CO, supercritico y etanol (aproximadamente 10 % p/p), obteniendo selectividades que

rondan el 95% con respecto a PC.

Una alternativa interesante para la separacion selectiva de los fosfolipidos, es la
combinaciéon de disolucidon y extraccion con diferentes solventes. Algunos reportes
indican que, segun el solvente usado, se puede disolver preferentemente alguno de los
fosfolipidos. Por ejemplo, el uso de mezclas de etanol/isopropanol extrae
preferentemente la PC [29], mientras que una mezcla de etanol/cloroformo extrae

simultdneamente PCy PE [30].

Dentro de la misma linea, en lo que respecta a la separacién por solvente, se le
suma un tratamiento térmico previo con un hidrocarburo como ser el hexano a
temperaturas que oscilan los 200°C. Dicho tratamiento térmico podria realizarse con un
evaporador de capa delgada, por ejemplo. En este caso, se reportan purezas alcanzadas

de hasta 98% [29].
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También, complementando la separacién por solvente, se encuentra reportado
[30] que luego de extracciones del aceite de la lecitina cruda, se puede tratar la
muestra con una solucién alcohdlica, y luego someterla a ultrasonido, utilizando como
material absorbente nanoparticulas preparadas a partir de precipitacion de Fe;0,. En
una iteracion, la pureza obtenida de PC es de 87%. Sin embargo, al realizar mas

iteraciones, se obtuvieron valores superiores.

Como se puede observar, la gran mayoria de los métodos reportados para
obtener purezas elevadas de PC, implican el uso de variables de proceso extremas y/o
costosas, como ser el empleo de condiciones supercriticas o tecnologias que requieren
grandes cantidades de solventes. Es por ello, que en esta linea de investigacion existen
gran cantidad de alternativas a estudiar, mediante la variacién de solventes y formas de
extraccion, lo cual presenta una oportunidad para desarrollar un proceso econémico y

practico para el aprovechamiento de los residuos del desgomado de aceites.
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Capitulo 2

METODOLOGIA
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2. METODOLOGIA

2.1. Introduccion

En el desarrollo de esta tesis se ha estudiado la puesta en valor del residuo del
desgomado mediante la separacion de las distintas fracciones de fosfolipidos que la
conforman. El procedimiento a seguir en cada una de las etapas del estudio dependera
fuertemente de las caracteristicas de la materia prima que se emplee y los productos
gue se busquen obtener. En este capitulo se describe en forma detallada el
equipamiento y las condiciones en que se realizaron las distintas experiencias, asi como
también las técnicas analiticas empleadas, desde la materia prima hasta el producto

final.

2.2. Materias Primas y reactivos

La materia prima utilizada fue:

e [ecitina: es el resultado de secar las gomas (residuo del desgomado acuoso
proveniente del refinamiento de aceites). Posee una consistencia como de una melaza
(Foto 2.1). La composicidon promedio es de 68 % de fosfolipidos y un 31 % de aceitey 1
% de otras impurezas [1]. Las muestras de lecitina fueron provistas por empresas

aceiteras de la zona.
Los solventes utilizados para realizar las extracciones fueron los siguientes:

® Acetona Pro-analisis

e Metanol absoluto Pro-analisis
® |sopropanol Pro-analisis

e Etanol absoluto Pro-andlisis

e Ftanol 96 % V/V
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Foto 2.1: Fotos de la materia prima usada: Lecitina.

2.3. Experiencias de Extraccion

Las extracciones se realizaron variando los solventes involucrados, asi como el
orden en que se agregaron, la temperatura y el tiempo de contacto. En lineas
generales, la operativa consistio en un paso de extraccién con solvente en forma batch,
seguida de una etapa de separacion y una de secado. A continuacion, se detalla el

procedimiento comun de cada una de estas etapas.

2.3.1. Etapa de extraccidn

Se parte de 4 gramos de lecitina, que se colocan en un recipiente. Los
recipientes utilizados consisten en tubos de centrifuga plasticos (Foto 2.2.A y Foto
2.2.B). Luego se adiciona la cantidad correspondiente de solvente y se somete el
recipiente a las condiciones de temperatura, segin corresponda a 5°C o a 60°C, con
agitacién, de manera tal de obtener homogeneidad en la mezcla, y un tiempo
determinado segln cada experiencia en particular.

Especificamente, las etapas de extraccidon con acetona se realizan a 5°C durante
15 minutos, ya que la norma para la determinacién de insolubles en acetona establece
que estas condiciones garantizan una extraccién efectiva. Por otro lado, para las
extracciones alcohdlicas, considerando las temperaturas mencionadas en la bibliografia
(Introduccidn, seccién 1.3: Aprovechamiento de los Fosfolipidos), se decidio realizar las
extracciones a 60°C segln se reporta en [2]. Esta temperatura permite uniformidad en
los experimentos con los diferentes alcoholes utilizados y, ademds, se encuentra por

debajo del punto de ebullicion del alcohol mas volatil (metanol).
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2.3.2. Separacidén y secado

Una vez transcurrido el tiempo de extraccién, se procede a la separacion del

solvente por centrifuga.

Posteriormente, se procede al secado de ambas fases bajo evaporaciéon con
vacio (76 cmHg de vacio) (Foto 2.3), que se aplica directamente en el tubo de
extraccién. En el caso de los alcoholes la evaporacién se realizé en un bafo

termostatizado a 60 °C, a fin de acelerar el proceso.

TH RBELL

Foto 2.2: Experiencias de extraccion en A: tubos plasticos de centrifuga luego de la
extraccidn y centrifugacidn y B: tubos plasticos de centrifuga en etapa de extraccion
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Foto 2.3: Sistema empleado para el secado en vacio de las muestras extraidas.

2.3.3. Experiencias con extracciones sucesivas

En algunas experiencias se combinaron sucesivas etapas de extraccidon usando
iguales o distintos solventes. Para ello se tomd la fase rica en PC, posterior al secado, y
se puso en contacto nuevamente con solvente y se somete la muestra a las condiciones
correspondientes al solvente a usar. Se oper6 alternando los pasos descriptos en las

secciones 2.3.1y 2.3.2. Se llegaron a realizar hasta 3 etapas de separacion.

Vale aclarar que en los casos en que dos extracciones consecutivas conservan el
mismo solvente de extraccidn, no se realiza el paso de secado en vacio, sino que solo

se procedio a realizar la separacion de fases.

2.4, Caracterizacion

2.4.1. Materia Prima

Los residuos del desgomado sobre los cuales se trabaja, tienen apariencia
pastosa y su comportamiento reoldgico es complicado. Para su caracterizacién no solo
se han utilizado técnicas analiticas empleadas habitualmente en el laboratorio para
aceites y materiales oleosos, sino que ademds fue necesario poner a punto nuevas

técnicas analiticas especificas para esta materia prima. Para ello se tomdé como base las
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técnicas usadas para lecitinas. Las principales técnicas empleadas se resumen a

continuacion:
e fosforo (g fésforo/100 g muestra):

Se determina el contenido de fésforo o sus equivalentes fosfatidos presentes en
la muestra. El contenido de fésforo obtenido se afecta por un factor de 31 (relaciéon
entre el peso molecular promedio de los fosfolipidos y el fésforo), obteniéndose asi el
contenido de fosfolipidos. La determinacion de fosforo se realiza segun la norma AOCS
Ca 12-55: el fésforo contenido en la muestra es transformado en un ion complejo
(fosfomolibdato) y cuantificado mediante medicién de absorbancia (fotocolorimetria)

[3]. Se detalla el método en Anexo 1.

e Material Insoluble en Acetona (AIM, por sus siglas en inglés) (g AIM/100 g

muestra):

El material insoluble en acetona estd directamente relacionado con el
contenido de fosfolipidos en la materia prima, debido a que el resto de componentes
que conforman las gomas (agua, aceite, y otros en menor proporcion) son solubles en
acetona. Es una técnica usada para cuantificar el contenido de fosfolipidos y al mismo
tiempo aislarlos. Se aplica la norma AOCS Ja 4-46 (detallado en Anexo 2): Mediante
sucesivas extracciones con acetona se logra aislar a los fosfolipidos, y por diferencia de
peso se puede determinar el contenido de los mismos [4]. Se detalla el método en

Anexo 2.
e Contenido de humedad (g agua/100 g muestra):

Para la determinacidn de agua en las gomas y borras se sigue la norma AOCS Ja
2-46: El contenido de humedad se determina mediante una destilacion a reflujo con
tolueno. El agua que se va evaporando se recolecta en un tubo graduado y en él se lee

el contenido de agua de la muestra [5]. Se detalla el método en Anexo 3.

2.4.2. Producto
Una vez realizados los distintos procedimientos de extraccion y separacion a fin

de obtener una fase rica de PC, se analiza la misma segun:
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e Cromatografia en capa delgada (TLC, Thin Layer Chromatography por sus siglas

en inglés):

La implementacidén, puesta a punto y optimizacién de esta técnica es uno de los
objetivos de esta tesis, dado que permite realizar un andlisis importante en la industria
oleoquimica, obteniendo resultados en forma cuali y cuantitativamente con buena
precision, sin utilizar equipamientos de alto costo como el cromatégrafo liquido de alta

performance.

Se aplica la norma AOCS JA 7-86 [6], asi como también una técnica derivada de
ésta. Se utilizan placas cromatograficas de silica gel con base de aluminio, (TLC Silica gel
60 F,s, 20 x 20 cm) marca Merck. Las corridas se realizan en dos dimensiones usando
como primera fase movil (Fase A) una solucién de cloroformo-metanol-hidréxido de
amonio (65:30:5 v/v) y la segunda cloroformo-metanol-acido acético-agua destilada
(75:11:11:3, v/v) (Fase B). También se realizan corridas en una dimensiéon empleando
las mismas fases (A 'y B) por separado. Las muestras a analizar se disolvieron en hexano

en distintos porcentajes segun la necesidad.

Para las corridas cromatograficas en dos dimensiones, siguiendo lo sefalado por

la norma mencionada, se operd de la siguiente forma:

- Se cortaron las placas cromatograficas en rectangulos de 6 x 6 cm, de ahora
en mas denominadas como fase estacionaria (FE). Se trazd una linea con l|apiz a
aproximadamente 0,5 cm del borde superior y otra a 0,5 cm del borde izquierdo. Con
esto se buscd delimitar la corrida del solvente, definiendo asi el mismo frente de
solvente para todas las experiencias. Paso seguido se procedié a la siembra de la
muestra en el extremo inferior derecho, con ayuda de un capilar de plastico. La
siembra se realizd6 de manera tal que quedara a 0,5 cm de distancia de cada borde (el
inferior y el derecho), con lo que queda delimitada en la placa una superficie de 5 x 5

cm para que se desarrolle la muestra. Esto se ejemplifica en la Figura 2.1.
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FaseB

Fase A

X
Siembra

Figura 2.1. Placa de TLC sobre la que se realiza la corrida cromatografica, con el punto de
siembra y los frentes de corrida de las dos fases mdviles especificadas.

Paso seguido, la placa se deposita en forma vertical en la posicion en la que se muestra
en la Figura 2.1, dentro de una cuba de cromatografia, asegurando que la siembra esté
por encima del nivel de la fase mévil en la cuba, seglin se muestra en Figura 2.2. La
Fase movil A asciende a lo largo de la placa por capilaridad, desplazando a los
componentes de la mezcla a diferentes velocidades, lo que provoca su separacién. La

cuba que se utiliza en las experiencias es de vidrio (frasco de 100 mL con tapa)

/\ tapa

“— cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)

adsorbente

| ___ puntos de aplicacion
de las muestras

fase movil (disolvente)

Figura 2.2. Cuba de vidrio con una de las fases mdviles donde se colocé una placa de TLC
previamente sembrada con la muestra a analizar.

Cuando el frente del disolvente se encuentra préoximo al extremo superior de la
placa (en la linea marcada a 0,5 cm del borde), ésta se retira de la cuba con ayuda de

una pinza y se procede a secar frente a un secador de corriente de aire caliente para

evaporar el solvente.
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Luego se rota la placa 90° en el sentido horario y se coloca en otra cuba que
contiene la segunda fase movil (FM B). Cuando el solvente llega a la linea marcada a
0,5 cm del borde la misma se retira de dicha cuba, se coloca la placa frente a un
secador de corriente de aire caliente para evaporar el solvente y posteriormente se
revela con vapores de iodo, los cuales colorean las distintas bandas permitiendo su

visualizacion.

En la Figura 2.3 se observa una placa revelada en donde se identifican los
distintos fosfolipidos que conforman la muestra de una lecitina analizada (placa
rotulada “Lecitina”). Para la identificacién de los compuestos se usé de guia lo
especificado por la norma y se chequed la identificacidon correspondiente a la PC con

un patrén de fosfatidilcolina que posee una pureza del 95 %p/p.

FM B

GyE
¥ DPG GyE DPG
FFA FFA DPG

PE ’ !
DGDG PE e FFA |

PE DGDG

PC

FM A

PA

PS

Pl

LPE

LPC

LPE

LPC
PA

L ' 2

PA

PC

LPE
Pl

LPC

PS
Lecitina,

Figura 2.3. Placas cromatograficas realizadas de acuerdo a norma AOCS JA 7-86 de
muestras de “Lecitina” (obtenida de planta), 1y 2: Lecitina luego de una extraccion con Etanol,
tomando la fase soluble, seguido de dos extracciones con Acetona..

FFA: acidos grasos libres; PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; PS:
fosfatidilserina; PI: fosfatidilinositol; PA: Acido fosfatidico; LPC: liso-fosfatidilcolina; LPE: liso-
fosfatidiletanolamina; LN: lipidos neutros; DGDG: Glicérido Digalactosil; DPG:
Difosfatidilglicerol; GyE: glucdsidos y esteroles.

En las placas 1y 2 puede verse que se obtiene una muy buena repetitividad en
el andlisis, logrando una resolucion practicamente idéntica en los andlisis replicados.

En forma complementaria al andlisis de fosfolipidos en dos dimensiones
descripto por la norma, se puede realizar mas de una corrida en la misma placa
cromatografica, realizando mas de una siembra en las “calles” de la margen izquierda
y/o superior de la placa, segun se esquematiza en la Figura 2.4. Las siembras

complementarias (xy x”) a la original (x) podrian ser de la misma muestra, o bien, en
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las “calles” se pueden sembrar compuestos patrones que permitan realizar una mejor

identificacion.

Fase B X"
<
[(}]
w
©
L
X X
Siembra

Figura 2.4. Placa de TLC sobre la que se realizan varias corridas cromatograficas, con los puntos
de siembra (x, X'y x”) y los frentes de corrida de las dos fases moviles especificadas.

Al sembrar en las “calles” la misma muestra que en el punto de siembra, se
veria el perfil de fosfolipidos que es capaz de resolver cada una de las fases en forma
independiente.

Con el objetivo de determinar si el analisis en una dimensiéon permite obtener
resultados con la precision suficiente para el estudio de purificacion de fosfatidilcolina,
se realizaron corridas en una sola dimensién, para lo cual se procedié de la misma
forma descripta mas arriba, pero utilizando una sola de las fases. Por ejemplo, tal como
se muestra en la Figura 2.5, se procedid a correr en placas de TLC de una dimensidn
(figura inferior), en este caso particular con la Fase B de la norma AOCS JA 7-86 [7]. Se
puede observar que, al no haber dispersién en ambas direcciones, los compuestos no
salen separados y de manera aislada entre si, sin embargo, es suficiente para identificar
los principales compuestos de interés. Para verificarlo, se compara con la placa en la
cual se corrié en 2 dimensiones. Se puede apreciar que en el andlisis realizado con la
Fase B, la PC puede presentar un muy pequefio solapamiento con el Pl. No obstante,
los analisis mostrados en la Figura 2.3, con la metodologia ya ajustada, muestran que
es posible resolver estos dos compuestos. Por otro lado, la LPC y LPE salen
practicamente en una misma sefial, pero como esto no afecta la cuantificacién de la PC
no es necesario que estos dos compuestos sean resueltos en el analisis, al menos no en

el marco de los objetivos de este estudio.
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Figura 2.5. Corridas cromatograficas de una muestra de lecitina en 2D (imagen
superior) y en 1D usando la Fase B (imagen inferior). PC: fosfatidilcolina; PE:
fosfatidiletanolamina; Pl: fosfatidilinositol; LPC: liso-fosfatidilcolina; PA: acido fosfatidico.

® Imagel:

La herramienta informdtica Imagel) ha sido reportada para cuantificar las
intensidades obtenidas de placas de TLC [7], y asi poder estimar concentraciones
relativas. Este procesamiento es valido para las placas corridas en una dimension. Tal
como se muestra en la Figura 2.6, el software transforma en datos numéricos las
intensidades obtenidas en la placa de TLC, los cuales luego pueden graficarse y realizar

la identificacion y cuantificacion relativa de los picos presentes.

Especificamente, desde el software Imagel, a partir de la placa de TLC, se

obtiene una tabla de datos, en la cual se relacionan las intensidades detectadas, y la
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longitud de la placa. Luego dichos datos son trasladados a una planilla de célculo, para

poder graficarlos y obtener asi los valores de areas de los picos. Se obtienen los valores

de dreas de todos los picos, para poder luego calcular el contenido de los compuestos

de interés, segun la Ecuacion 1.

Area o
% compuesto de interés = ——eontes . ([c, 1)
YArea

compuestos

A continuacién, se muestra una grafica realizada en Excel de los datos

obtenidos con el software Image), y se superpone la imagen de una placa de TLC, para

que resulte mas sencillo la identificacion de los picos.

: » ..-‘

60 PC
LPC

40 PE
k=
M
7 PI
;‘i
£ 20

0

AR AP N At

Longitud de la placa (mm)

Figura 2.6. Analisis de la placa de TLC a través del software Image)
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Capitulo 3

PUESTA A PUNTO DEL
METODO DE
CROMATOGRAFIA DE
CAPA DELGADA
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3. PUESTAAPUNTO DEL METODO DE CROMATOGRAFIA

DE CAPA DELGADA

En este capitulo se estudia la puesta a punto del método cromatografico, TLC,
que permite la separacién de los distintos fosfolipidos sobre una placa de silice. Se
analiza la sensibilidad del método a los diferentes parametros que intervienen en el
método analitico, como la composicion de la fase movil, temperatura y volumen de
fase durante la elucién. Es importante realizar este estudio, a fin de dar importanciay
observar aquellos parametros que tengan alto impacto en la capacidad de resolucién
de los compuestos de la muestra. Se busca lograr la implementacién del método

analitico obteniendo resultados confiables y repetitivos.

3.1. Introduccion

La Sociedad Americana de Quimicos del Aceite (American Oil Chemists' Society
— AOCS-) establece como métodos validados de determinacidn de fosfolipidos en las
lecitinas los presentados en las normas Ja 7b-91 [1] y Ja 7-86 [2]. La primera se refiere a
la cromatografia liquida mediante el uso de un HPLC, mientras que la segunda a la
cromatografia de capa delgada. El empleo de un cromatégrafo liquido (HPLC) resulta
costoso y requiere de personal altamente calificado para su ejecucion, lo cual hace

atractiva la utilizaciéon de cromatografia de capa delgada.

En bibliografia se han reportado numerosos trabajos sobre la separacion de
lipidos y fosfolipidos (PL) de distintas matrices empleando cromatografia de capa
delgada (TLC), muchos de los cuales son adaptaciones menores de los métodos
existentes para adecuarse a las condiciones en estudio. Por ejemplo, Turner et al. [3]
reportan el empleo de placas de gel de silice que contienen acetato de magnesio al
7,5%, con una fase movil de cloroformo-metanol-amoniaco (65:25:4, v/v/v) para lograr
la separacion de fosfolipidos extraidos de la sangre humana. Wang et al. [4] utilizaron
una fase movil de cloroformo-metanol-agua (25:10:1, v/v/v) para separar los distintos
fosfolipidos en una matriz de plasma cuando su contribuciéon es pequena. Por otro
lado, Aloisi et al. [5] estudiaron una combinacién distinta de estos compuestos,
cloroformo-metanol-agua (65:25:4, v/v/v), reportandose una mejor calidad de

separacion de los estandares de PL. Un sistema disolvente mds adecuado para mezclas
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complejas de lipidos es acetato de metilo-isopropanol-cloroformo-metanol y KCI
acuoso al 0.25% (25:25:25:10:9, v/v/v/v/v) como lo refleja en sus estudios Vitiello et al.
[6]. Stephanie et al. [7] reportan el uso de High-Performance Thin-Layer
Chromatography (HPTLC) para la caracterizacion de la lecitina de girasol. Lograron una
separacion satisfactoria de los fosfolipidos empleando como fase estacionaria, placas
de gel de silice 60 F254 y una mezcla de cloroformo-metanol-agua-amoniaco (25%)

(30:17:2:1, v/v/v/v) como fase movil.

Un aspecto a resaltar es que todo lo mencionado anteriormente corresponden
a corridas en TLC en una sola dimensién. Sin embargo, también se encuentra reportado
en bibliografia corridas en TLC en dos dimensiones. Por ejemplo, la AOCS propone [8]
una técnica para separar fosfolipidos de lecitina mediante metodologia TLC en dos
dimensiones. Para la primera elucibn se emplea una solucion de
cloroformo-metanol-hidroxido de amonio (65:30:5 v/v) y luego para la segunda corrida

se utiliza cloroformo-metanol-4cido acético-agua destilada (75:11:11:3, v/v).

Con base en lo encontrado en bibliografia y lo recomendado por la AOCS, en
este capitulo se busca reproducir y adaptar los métodos existentes para evaluar la

separacion de fosfolipidos mediante diferentes métodos de extraccion y purificacion.

3.2. Validacién de la metodologia AOCS

La técnica propuesta por AOCS [8], consiste en realizar corrida de TLC en dos
dimensiones, usando hexano como disolvente de la muestra, como primera fase maévil
(Fase A) una solucién de cloroformo-metanol-hidréxido de amonio (65:30:5 v/v) y
luego para la segunda corrida se emplea cloroformo-metanol-acido acético-agua
destilada (75:11:11:3, v/v) (Fase B). Esto, ya fue descrito en detalle en el Capitulo 2 de

Metodologia.

En primera instancia se realizaron diferentes corridas de una muestra de
lecitinas. Para ello se usd una lecitina que presentaba una concentracion de
fosfolipidos del 69,8%, menos del 1% de agua y un 30% de aceite e impurezas menores.

La muestra se sembré diluida en hexano en una relacién 1:100.
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En la Figura 3.1 se observan las placas cromatograficas luego de ser reveladas.
Como se puede observar, no hay repetitividad en las corridas. En una sola de ellas se
logré una separacién de los fosfolipidos, de manera tal de poder proceder a su
identificacion (Figura 3.1.A). En el resto de las placas se observa que la muestra corrid
junto al frente de solvente sin llegar a separarse, resultando una zona coloreada en

forma de linea recta sin resolverse los diferentes componentes (Figuras 3.1.B y C).

A B Cc

Byt

oPG
Fia

L7E {
M ‘
WP

PA [

Lecitina —

Figura 3.1. Placas cromatograficas de corrida en dos dimensiones de una misma

lecitina, usando como fase movil la Fase Ay la Fase B.

En las placas B y C se puede observar que también se realizd en forma conjunta
las corridas en una dimensién, en el lado izquierdo donde solo corre la Fase A, y en el
superior, donde se corrid la Fase B, tal como se explicd en el capitulo anterior. Como se
puede observar en la Figura 3.1.B la Fase A es la que no logra separar en forma
diferencial los distintos fosfolipidos, corriendo todos en forma de dos grandes
“manchas”. Por el contrario, en la Figura 3.1.C la Fase B pareciera ser la que no logra la

separacion de los diferentes compuestos.

Para determinar la causa de esta falta de repetitividad y poder afianzar la
aplicabilidad del método, se corrié una muestra purificada en fosfolipidos. Para ello se
le realizé una extraccién con acetona a la lecitina, dado que como se describié mas
arriba, los fosfolipidos son insolubles en este solvente. Este residuo se denomina
comunmente AIM debido a sus siglas en inglés “acetone insoluble matter”. Al igual que
con la lecitina, la muestra se diluyé 1:100 con hexano y se procedid a la corrida

cromatografica en 2D. Nuevamente se obtuvo una baja repetitividad.
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Esto significa que hay una alta sensibilidad a algunas de las variables
involucradas en el andlisis, tales como composicién de la fase, cantidad de solvente en
el recipiente de analisis, y temperatura del sistema, por mencionar algunas variables
que a priori aparecen como relevantes. Por lo tanto, es claro que esto demanda un
estudio mdas sistemdtico, prestando especial atenciéon a las diferentes variables,
particularmente al rol que tiene cada uno de los solventes que conforman las fases
moviles, poniendo el foco en aquellos que poseen una mayor presion de vapor, lo que
hace que sea mas factible que se pierdan por evaporacién durante el manipuleo y
ejecucion de los andlisis. Este cambio en la composicidn conduce a un cambio en la
polaridad de la fase, reflejdandose en la interaccién con los fosfolipidos y, por lo tanto,
en la forma en que eluyen. Este estudio es relevante dado que indicara la importancia
de monitorear la composicion de la fase mdévil, y en qué nivel de variacion de la

composicion puede esperarse un cambio en la respuesta durante el analisis.

3.3. Efecto de la composicidon de la fase movil

Es necesario tener en cuenta los fundamentos de esta técnica para poder
entender y prever el efecto de los diferentes parametros en el resultado analitico. Por
ejemplo, un cambio en la composicidon de la fase conducird a una modificaciéon de su
polaridad, lo que tendrd un impacto en la resoluciéon de las sefiales. Este estudio es
indispensable para ajustar la técnica operatoria, de manera de lograr un procedimiento
robusto que nos permita una determinacién rapida y confiable para cuantificar
fosfolipidos presentes en una lecitina. En el Anexo 4 se resumen en forma breve los

fundamentos tedricos de la cromatografia de placa delgada (TLC).

La cromatografia TLC se funda en un equilibrio de fuerzas intermoleculares
entre la fase mdvil, los componentes de la muestra a analizar y la fase estanca. Este
depende de la polaridad del material de revestimiento de la placa de TLC, de la
polaridad del disolvente de desarrollo y de la polaridad de las moléculas de la muestra.
La fase estacionaria estd compuesta por una placa de aluminio sobre la cual se
deposita un gel de silice, con una polaridad muy alta, por lo que retendrd en mayor

medida componentes mas polares. Por su parte, la fase mévil (eluyente) debe de ser
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menos polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen

con mayor velocidad sean los menos polares.

Por lo que, a fines de entender el efecto de la variacién de los compuestos de
las distintas fases mdviles, es necesario conocer la polaridad de cada uno de ellos y la
de la fase resultante. En la Tabla 3.1 se muestra el parametro de polaridad propuesto
por Reichardt [9], el cual esta basado en la energia de transicién de la mayor longitud

de onda de la banda de absorcidn solvatocrémica de un colorante (E;").

Por otro lado, si bien no se cuentan con datos de la polaridad de los distintos
fosfolipidos que conforman las muestras a analizar, si se puede estimar la diferencia de
polaridad entre ellos. La diferencia relativa de polaridad estd asociada a la polaridad

del grupo funcional, por lo que se esperaria que la polaridad siga el siguiente orden:

PA > Pl > PC > PE

Solvente E"
Cloroformo (CHCI3) 0,265
Metanol (MeOH) 0,796
Acido Acético (C2H402) 0,657
Agua 1,000

Tabla 3.1. Solventes utilizados en las distintas fases moviles.

Otra forma mas directa y sencilla es evaluar la fuerza total de elucién de la fase
movil, la cual es una medida de la energia de adsorcién del disolvente. En este caso se
toma como referencia el sistema pentano-silice pura al que se asigna el valor 0. La
misma serd calculada, basdandose en el indice de Snyder [9], para la explicacion de

algunos de los cromatogramas obtenidos, empleando la Ecuacién (2).

42



“Obtencion de fosfolipidos purificados a partir de residuos del desgomado de la industria aceitera, para ser
utilizado como adyuvante en vacunas”
Valentina Rossi.

ST = % So,  (Ec.2)
i=1

Con ST= fuerza total de elucién de la FM, S;= Concentracién del compuesto i, (I)i:

fuerza de elucién del compuesto i.

En la Tabla 3.2 se muestran la fuerza de elucién de los compuestos usados en
las fases moviles. Cabe mencionar que los valores mostrados en la tabla hacen
referencia a lo que en cromatografia se denomina fase normal. Trabajar en fase normal

implica que la fase estanca posea una polaridad mayor a la maévil.

Fase normal
Compuesto Fuerza
Cloroformo 0.40
Metanol 0.95
Acido Acético, Agua >1

Tabla 3.2: Serie de Snyder.

Fase Mdvil A

Se analiza la influencia de los compuestos que conforman la Fase Movil A sobre
su polaridad y posterior separacion de los distintos fosfolipidos en la corrida
cromatografica. Para ello se plantearon 4 experiencias, en donde se aumentd vy
disminuyé en 4 mL el cloroformo y 3 mL el metanol referido a las concentraciones
iniciales. En la Tabla 3.3 se resumen las composiciones de las distintas fases méviles
resultantes de estas modificaciones y la fase moévil original. El objetivo es obtener
valores cuantitativos de la eficiencia de separacion en funcién de variaciones

relativamente pequefias en las composiciones de los compuestos mas volatiles.

En la Tabla 3.3 ademds se muestra la fuerza de elucion (ST) de las Fases Mdviles.
Como se puede observar la variacidn en la concentracion del cloroformo tiene un
impacto menor sobre la misma en comparacion a la fase original, modificando la fuerza

de elucién en aproximadamente un punto por arriba o por abajo. Por el contrario, la
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concentracion del metanol tiene un mayor impacto sobre la fuerza de elucién, que

cambia en casi 2 puntos por abajo o arriba, con la variaciéon de 3 mL propuesta. Sobre
la base de lo descrito es de esperar que los cambios mas grandes se vean al usar las

Fases A3y A4.

Hidroxido de ST

Nombre Cloroformo Metanol .
amonio 7N

Fase A Original 65 % (v/v)-13 mL 30% (v/v) - 6 mL 5% (v/v)-0,8 mL 10,9

Fase Al 71 % (v/v)-17 mL ] 25% (v/v) - 6 mL 4% (v/v)-0,8mL 12,5
Fase A2 56 % (v/v)-9mL | 37% (v/v) - 6 mL 7% (v/v)-0,8 mL 9,3

Fase A3 57% (v/v)-13mL | 39% (v/v)-9mL1 = 4% (v/v)-0,8 mL 13,75
Fase A4 77 % (v/v) - 13 mL 19% (v/v)-3mL | 4% (v/v)-0,8 mL 8,05

Tabla 3.3. Modificacion de concentracion de los componentes de Fase A. Con flechas se
sefiala si se aumentd o disminuyd la concentracion respecto de la concentracion original.

Las distintas fases se probaron realizando corridas cromatograficas 1D de una
muestra de AIM disuelta en hexano en una proporcién 1:100. Se corrié una muestra de
fosfolipidos puros de manera tal de evitar cualquier efecto producido por el aceite que
contiene la lecitina. En la Figura 3.2 se muestran las corridas de TLC de cada una de las
fases A, y se sefiala en cada una dénde se encuentran los compuestos mayoritarios,

como ser la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina.

Se puede observar que las Fases Al y A2, no presentan un cambio significativo
respecto de la placa corrida con la fase movil original, en acuerdo con el andlisis de la
fuerza de elucidn analizada mas arriba. Por el contrario, en las Fases A3 y A4, en las
cuales se observaba un cambio mas marcado en la fuerza de elucién, se ven cambios
notables en la definicion de las sefiales obtenidas. Se ve que a mayor cantidad de
metanol, lo cual implica una mayor fuerza de elucién, se mejora la separacién entre los
compuestos prioritarios, y lo inverso para menor cantidad de metanol, que implica una

reduccion significativa en la fuerza de elucién respecto de la Fase A original.

De esta forma, se logré evaluar la incidencia de los componentes de la Fase A

para resolver los compuestos presentes en la muestra.
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Figura 3.2. Corridas TLC de AIM en de Fase A original, Fase A1, Fase A2, Fase A3 y Fase
A4.

Fase Mdvil B

En la evaluacion de la Fase B se puso el énfasis en el cloroformo, ya que es el
compuesto principal de la mezcla y se encuentra aun en mayor proporcién que en el
caso analizado previamente, y ademas, la proporcion de metanol en este caso es
mucho menor. Para el estudio se realizaron 3 experiencias, reduciendo la cantidad de
cloroformo en 1 mL, 2 mLy 4 mL; y una cuarta experiencia incrementando en 2 mL su
dosificacion, todo relativo a las cantidades originales. En la Tabla 3.4 se muestra en
forma resumida la composicion de las distintas Fases B y la fuerza de elucidn
correspondiente. En el cdlculo de esta ultima se toma como valor de elucién del aguay

el 4cido acético 1,5. Estos valores sélo se usardn en forma comparativa.

Las nuevas fases moviles se hacen ascender por capilaridad sobre una placa
donde se sembré previamente una muestra de AIM diluida en una relacién 1:100 en
hexano. Luego de la evaporacidon se revelaron con vapores de iodo, al igual que se
procedid con el estudio de la Fase A. En la Figura 3.3 se muestran las placas de TLC
resultantes de las corridas cromatograficas con las distintas fases moéviles, y se indican

los componentes mayoritarios.
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Nombre Cloroformo Metanol Acido acético Agua destilada ST

Fase B 11% (v/v) - 2,5

3% (v/v)-0,6
o -
Original 75% (v/v) - 17 mL L

o -
11% (v/v)-2,5mL mL

13,82

Fase BL 70% (v/v)-13mL | 13% (v/v)-2,5mL 13% (v/v)-2,5mL 4% (v/v)-0,6 mL 12,22
Fase B2 |77% (v/v)-19mL T [10% (v/v)-2,5 mL 10% (v/v)-2,5mL 3% (v/v)-0,6 mL | 14,62
Fase B3 73% (v/v)-15mL | 12% (v/v)-2,5mL 12% (v/v)-2,5mL 3% (v/v)-0,6 mL 13,02

Fase B4  74% (v/v)-16mL | 12% (v/v)-2,5mL 12% (v/v)-2,5mL 2% (v/v)-0,6 mL 13,45

Tabla 3.4. Modificacidon de concentracion de los componentes de Fase B. Con flechas se sefiala
si se aumento o disminuyd la concentracion respecto de la concentracidn original.

Se puede observar que, al aumentar la concentracién de cloroformo, se
disminuye el factor de retardo de la Fosfatidilcolina y Fosfatidiletanolamina. En el caso
contrario, al disminuir el porcentaje de cloroformo en la solucién eluyente, se aumenta
notablemente el tiempo de retardo de los compuestos. En ambos casos extremos, no
se logra separar la Fosfatidilcolina y de la Fosfatidiletanolamina. Por otro lado, cuando
las variaciones de la composicién de las fases son menores (B3 y B4) las corridas en las
placas son similares también. No obstante, es importante resaltar que aun frente a
pequeiios cambios en la composicion del componente mayoritario, se observan

cambios en la distancia recorrida por los diferentes compuestos.

PE ‘
PC '
PE
’ | "
PC
PC
PE PC
|
’ PC
1
|
| il
Fase B Fase B Fose B2 Fase B3 Fase B4
Original

Figura 3.3: Corridas TLC de AIM en de Fase B original, Fase B1, Fase B2, Fase B3 y Fase B4.
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3.4. Efecto de la condicion ambiente y el manipuleo en la composicion de

la fase movil

Segln se describid en el punto anterior, la composicidn relativa de los diferentes
componentes de la fase mévil impactan significativamente en el desarrollo del andlisis.
En este sentido, es de prever que se debe ser extremadamente cuidadoso no solo en la
preparacion de la fase movil sino que ademas en el manipuleo y la conservacion de la

misma en el tiempo.

'B _—Mﬁ‘g Sl i r—B.‘i i i i B”
- 7T | - -
’ ‘ T . - v v | v
.: PC s snsaaas sy
........................................................ EPC
e aua T . e s o o e o s = SRR - o Aa = Ea EPC

Figura 3.4: Corridas TLC de las mismas muestras (L1 /LIS /L2 /L2S) con Fase B, B’y B”,
preparadas con la misma concentracion, afectadas por la temperatura ambiente y el manipuleo

En la Figura 3.4 se muestran las placas correspondientes a las corridas de las
mismas muestras empleando en teoria la misma “Fase movil B”, las cuales fueron
preparadas con idénticas concentraciones. La placa de la izquierda corresponde al
analisis realizado con una “Fase B” preparada el dia anterior donde se observa que las
manchas correspondientes a la PC (fosfatidilcolina) estan cercanas al final de la placa.
Esas mismas muestras son corridas nuevamente con una Fase B (placa del centro de la
figura, B’) preparadas el mismo dia pero utilizada con anterioridad en otras corridas. En
ese caso se observa que las manchas correspondientes a la PC presentan un factor de
retardo menor, pero también se observan manchas de otros compuestos no muy bien
resueltos cercanos a la linea del final de la corrida (parte superior de la placa).
Finalmente, las muestras se corren con una Fase B recién preparada (placa a la derecha
de la figura, B”) y se observa que las manchas correspondientes a la PC se encuentran
en la zona central de la placa y se identifican el resto de los compuestos esperables

para esas muestras.
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Estas experiencias ratifican la importancia del efecto de las composiciones
relativas de los componentes de la fase moévil en el desarrollo del andlisis, donde las
condiciones ambientales, fundamentalmente la temperatura del laboratorio, y el grado
de manipulacion de la fase, pueden producir la evaporacién parcial de sus
componentes, generando una variacién de la composicién de la fase mévil y por lo

tanto afectando la resoluciéon del andlisis.

3.5. Efecto del volumen de fase movil

Previo al estudio del efecto de la composicién de la fase moévil, se habia
determinado que no se obtenia buena repetitividad en los andlisis. Se realizaron varias
corridas andlogas con Fase B segln la norma AOCS [8] denominada “original”, y se
obtuvieron los perfiles mostrados en la Figura 3.5. Es evidente que no se obtienen

cromatogramas con factores de retardo muy similares.

PE

PE
PE

PC
PC
PC

PI
PI PI

LPC

LPC

Figura 3.5: Corridas TLC de AIM en de Fase B original.

Para resolver esta dificultad, se analizd una variable adicional que es la cantidad
de solvente (Fase B en este caso) colocado en las distintas cubetas de analisis. Se
realizan experiencias sistematicas colocando diferentes cantidades de solvente en la
cubeta, y luego se toma el tiempo de cada corrida, es decir, el tiempo necesario hasta
que el solvente atraviesa toda la placa de TLC. Se observa que a mayor cantidad de
solvente (teniendo siempre la precauciéon de no sobrepasar el punto de siembra),
menor es el tiempo de la corrida, y mayor repetitividad se logra. Esto es debido a que
cuando la cantidad del solvente en la cubeta es baja, se evaporan selectivamente los

componentes de la Fase B, cambiando su concentracién progresivamente en el tiempo,
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haciendo asi que los compuestos de la muestra salgan a tiempos diferentes de lo
esperado. Es por ello que se presta especial atencion al volumen de solvente en la
cubeta para obtener repetitividad en las corridas y ademas que todas ellas resulten
comparables entre si. Este es un ejemplo de la importancia de este estudio, dado que
la norma no realiza ninguna advertencia respecto de la importancia de este parametro.
Al respecto, la norma dice: “Desarrolle la placa en un tanque conteniendo el solvente

de TLC hasta que el solvente viaje la distancia completa”.

3.6. Conclusiones

Teniendo en cuenta que el analisis en una dimension permite resolver el
compuesto de interés, que es la fosfatidilcolina relativo al resto de los fosfolipidos, y en
base a las experiencias realizadas, se decide adoptar como técnica de andlisis, la
técnica de (TLC) en una dimensibn con la fase compuesta por
Cloroformo-Metanol-Acido acético-Agua destilada (75:11:11:3 v/v) teniendo especial
precaucidon de preparar la fase mévil al momento de utilizarla para evitar cambios de
composicidn, en los tiempos de corridas y en el volumen de solvente a utilizar en la

cubeta. De esta forma se logra aumentar la repetitividad de las corridas.
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Capitulo 4

PURIFICACION DE
FOSFATIDILCOLINA
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4. PURIFICACION DE FOSFATIDILCOLINA

En este capitulo se estudia la obtencidén de fosfolipidos purificados, poniendo
especial énfasis en la extraccién de la fosfatidilcolina del residuo del desgomado de
aceites. Los pardmetros o condiciones de extraccion que se estudiaron fueron las
proporciones de materia prima, de solvente, los tipos y la combinacién de solventes a

utilizar y el orden en que se emplean.

4.1. Introduccion

Una alternativa interesante para la separacion selectiva de los fosfolipidos, es la
combinacién de disolucidon y extraccion con diferentes solventes. Algunos reportes
indican que, segun el solvente usado, se puede disolver preferentemente alguno de los

fosfolipidos.

Para la planificacién de las experiencias, se tuvieron en cuenta diversas fuentes
de informacion. Por un lado, segun reportan Zhang y cols. [1], se lograron separaciones
de fosfatidilcolina utilizando en primer lugar acetona y luego etanol 96 %, con una
relacién fosfolipido:acetona de 1:10 g/mL. Por otro lado, Liu y cols. [2] presentan
resultados satisfactorios en uso de isopropanol como solvente para la separacion.

Cabezas [3] reporta extracciones similares, pero utilizando etanol de 100% de pureza.

También se reporta en bibliografia el uso de mezcla de solventes. Asi, por
ejemplo, la utilizacién de mezclas de etanol/isopropanol extrae preferentemente la PC

[4], mientras que una mezcla de etanol/cloroformo extrae simultdneamente PC y PE

[5].

Por lo que, con base en la bibliografia consultada, es que se diagramaron
diversas experiencias de extraccidon, considerando ademds variaciones en las

temperaturas y en el orden en que se usan los solventes, entre otras.

Estos resultados abren una linea amplia de trabajo, dado que claramente
demuestran que, cambiando la polaridad del solvente en un ajuste fino, se puede

lograr mejorar la selectividad de la disolucién selectiva de los fosfolipidos.
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4.2. Metodologia

Para las experiencias se siguieron dos lineas generales de extracciones, que se
esquematizan en Figura 4.1. Por un lado, se realizan extracciones comenzando por dos
lavados de acetona, y posteriormente un tercer lavado con un solvente alcohdlico. Por
otro lado, se efectuaron experiencias de extraccién, comenzando por un lavado con un
solvente alcohdlico, y luego dos lavados con acetona. Como solventes alcohdlicos se
usaron: metanol e isopropanol, ambos de calidad pro-andlisis, y etanol 96 %. En las
secuencias indicadas en la Figura 4.1, las muestras identificadas como L1S, L2S, L3S,
corresponden a las experiencias en las que en la Ultima etapa de extraccion se empled
metanol, etanol e isopropanol respectivamente, y la letra “S” indica que se trata de Ia
fraccion soluble en dicho alcohol. Las muestras identificadas como L1, L2, L3,
corresponden a la fraccién insoluble en alcohol en forma analoga a lo mencionado en
el caso de la fraccidon soluble. De manera similar, las muestras indicadas como L4S, L5S,
L6S, L4, L5 y L6 corresponden a las fracciones solubles e insolubles en los alcoholes
empleados en la primer etapa de extraccidén, siendo metanol, etanol, e isopropanol
respectivamente, seguidas por extracciones con acetona. Las muestras L7S, L8S, L7 y L8
corresponden a las experiencias en las que se usé etanol anhidro y etanol 96% con una
relacidn lecitina:alcohol = 1:3, mientras que en las otras experiencias esta relacién fue

1:10.

Las extracciones se efectian en un recipiente tipo batch con reflujo y
temperaturas de 5°C y 60°C (dependiendo del solvente), durante distintos tiempos,
extendiéndose como maximo 30 minutos. Se realizaron hasta 3 etapas de extraccion.
Finalizada cada etapa se hace la separacion de fases por centrifugacion y
posteriormente se seca el solvente. Las distintas fracciones son analizadas por TLC y
posteriormente se procesan las placas cromatograficas con el programa Imagel, tal

como se describio en el Capitulo 2 de Metodologia.

4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Composicion de la lecitina
En una primera experiencia se realizaron dos etapas de extraccidn con acetona

a una lecitina cuya composicion era 69,8 % de fosfolipidos, menos del 1 % de aguay 30
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% de aceite. Con este solvente es de esperar que se logre la extraccién solamente de
los lipidos neutros y queden los fosfolipidos en forma de precipitado dado su
insolubilidad en la acetona. Para estas experiencias se pesaron 4 g de lecitina en un
tubo de centrifuga con tapa y se le agregd 45 mL de acetona a 5 °C. Se mezcla de
manera tal de favorecer el contacto de la acetona con la muestra y se lleva a un bafio a
5 °C por 15 minutos. Finalizado este tiempo se extrae del bafio y se lleva a centrifuga
de manera tal de separar la fase precipitada, rica en fosfolipidos, de la fase acetona que
se lleva el aceite y el agua. La fase precipitada es separada y se le realiza nuevamente
una extraccién con acetona como ya se describid. Por ultimo, se deja el tubo de
centrifuga abierto en estufa a 80 °C hasta lograr un peso constante, logrando asi que se

evapore la acetona residual presente en el precipitado.

Por diferencia de peso entre la masa de lecitina inicial y el residuo recuperado
se logré determinar que efectivamente la lecitina de partida posee un 69 % de
fosfolipidos. Para determinar la distribucion de fosfolipidos se realizd una corrida
cromatografica utilizando la técnica de cromatografia en placa delgada (TLC) en una
dimensidn con fase compuesta por Cloroformo-Metanol-Acido acético-Agua destilada
(75:11:11:3 v/v) denominada Fase B en la Norma AOCS JA 7-86 [6] desarrollada en el
capitulo anterior. En la Figura 4.2 se muestra la placa cromatografica una vez revelada

junto a la descomposicién en picos de las “manchas”, realizada con el software ImageJ.

Se observa de la Figura 4.2. que los fosfolipidos mayoritarios son la
fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina, lo cual se puede ver por las “manchas” de
mayor tamafio y coloracién. En menor proporcion se encuentran el fosfolipido
parcialmente hidrolizado de la PC (lisofosfatidilcolina, LPC), fosfatidilinositol y el acido
fosfatidico. Notar que la senal rotulada como LPC presenta un hombro en el lado
derecho del pico, que corresponde a la LPE, tal como se mostrd en el Capitulo 3. Del
analisis de los picos obtenidos con el uso del programa Imagel, se determindé que la
lecitina de partida posee una distribucién de fosfolipidos como se muestra en la Tabla
4.1. Tanto la PC como la PE estan en concentraciones similares, y en menor medida
encontramos el Pl, PA y los lisofosfolipidos. Este primer resultado nos da informacién
de la composicién de la materia prima que se utiliza en el estudio de concentracién de

fosfatidilcolina por extraccidn con solventes utilizando diferentes estrategias.
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Figura 4.1 - Resumen de experiencias de extraccion realizadas a partir de lecitina.
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Figura 4.2: Placa cromatogrdfica revelada (LO) con su correspondiente descomposicion

en picos, realizado con el software ImageJ

Composicion

Fosfolipido
porcentual %

Fosfatidilcolina (PC) 29
Fosfatidiletanolamina (PE) 28
Liso-Fosfatidilcolina (LPC) 18
Acido Fosfatidico (PA) 8
Fosfatidilinositol (PI) 7
Otros Fosfolipidos 10

Tabla 4.1. Composicion de fosfolipidos de la Lecitina utilizada.

4.3.2 Analisis de las experiencias de extraccidon

4.3.2.1 Extracciones acetona-acetona-alcohol

Como estrategia de purificacion de la fosfatidilcolina presente en los

fosfolipidos provenientes de la soja, se siguid la secuencia indicada en la Figura 4.1 en
la que se realizan extracciones secuenciales con acetona, acetona y alcohol. En las dos
primeras etapas con acetona se extraen los lipidos neutros. Las extracciones se

realizaron como se explicé en las experiencias preliminares. Posteriormente, se tomé el
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precipitado obtenido a partir de la dos etapas de extracciéon con acetona, de ahora en
mas llamado AIM (Acetone Insoluble Matter), y se le realizd una tercera etapa de
extraccién con metanol (MeOH), etanol 96 % (EtOH), o isopropanol (IPA), siguiendo la
nomenclatura L1, L2 o L3 respectivamente. Para las experiencias de extraccién con los
alcoholes, éstos se agregaron en una relacién 1:10 g/mL (PL:Solvente) y la extraccién se

prolongd por 30 min a 60 °C en tubos de centrifuga.

Se observaron diferencias marcadas al mezclar los diferentes alcoholes con el
extracto de lecitina (AIM), en lo referido al mezclado de las fases. La situacion mas
favorable es que el solvente logre dispersar la emulsion de manera de facilitar la
extraccidon de los componentes solubles en ese alcohol. A continuacidn se ordenan los
alcoholes segun la facilidad con la que dispersaron la muestra, en orden decreciente

indicando en primer lugar el que lo hizo con mayor facilidad:

Metanol > Isopropanol > Etanol 96%

Es decir, el metanol fue el que dispersé mas facilmente la muestra (lecitina),
seguido del isopropanol, que inicialmente presenta cierta resistencia, pero finalmente
logra la dispersidn. En cambio, con el etanol al 96 % esta operacion resultd dificil. En la
Foto 4.1.A se muestran los tubos con las extracciones con cada uno de los alcoholes

(de izquierda a derecha metanol, etanol, isopropanol) luego de centrifugar.

Notar que en el caso del metanol, la fase liquida es la mas coloreada, lo que
indica que se han extraido compuestos que quedaron en la fase sélida insoluble
formadas con los otros dos alcoholes. La Foto 4.1.B muestra las fases sélidas separadas
luego de la centrifugacion. Si bien no se aprecia perfectamente en la foto, en el caso
del sélido insoluble que queda luego de la extraccibn con metanol, tiene una
apariencia de arenilla y de color més claro que los otros dos extractos, mientras que en
el caso del extracto del etanol es un sélido gomoso, y la experiencia con isopropanol

tiene un comportamiento intermedio.
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Foto 4.1.A Etapa de extraccion con cada uno de los alcoholes (de izquierda a derecha metanol,
etanol, isopropanol) a la lecitina extraida previamente con acetona.

Foto 4.1.B Fracciones insolubles luego de la extraccion con los diferentes alcoholes (de izquierda
a derecha, metanol, etanol e isopropanol).

Esta diferencia en la mezcla de los fosfolipidos esta relacionada con las
polaridades de los solventes. La polaridad del metanol es de 0.762, la mas alta de los
tres alcoholes. Esto en cierta forma permitiria justificar el comportamiento observado.
No obstante, éste no es el Unico pardmetro que interviene en desestabilizar la
emulsion. La polaridad del etanol puro es 0,654, por lo que la del etanol 96% sera
levemente superior a eso, y la del isopropanol es de 0.546. Es decir que en este caso,

no se correlaciona la polaridad con la facilidad de dispersién. Hay que tener en cuenta
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que la presencia de 4% de agua en el etanol, puede estar interactuando con los

fosfolipidos al igual que en la etapa de desgomado acuoso.

Luego de las etapas de extraccion, independientemente del alcohol utilizado, se
obtuvieron dos fases que son separadas luego de ser centrifugadas: una fase liquida 'y
una fase sélida, tal como se mostré en las Fotos 4.1.A y B. A ambas fases se les evapora
el alcohol aplicando temperatura y vacio. De la fase liquida se obtiene una mezcla de

mayor viscosidad y apariencia aceitosa. Ambas muestras se caracterizaron.

Para el andlisis de las fases se utilizd la técnica de Cromatografia en Placa
Delgada (TLC) en una dimension. Para ello se empled la fase mévil denominada Fase B,
compuesta por Cloroformo-Metanol-Acido acético-Agua destilada (75:11:11:3 v/v). En

todos los casos las muestras se disolvieron en hexano en una relacion 1:100.

En la Figura 4.3 se muestran las placas cromatograficas de la fraccion soluble
obtenida luego de la evaporacion del alcohol, siendo la primera de la izquierda la
correspondiente a la experiencia con MeOH, la que le sigue con EtOH 96% vy la uUltima
con IPA. Ademas se analizé un estandar de PC para garantizar la asignacién de dicho

pico.
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MeOH EtOH 96 IPA Estandar PC

Figura 4.3. Placas cromatogrdficas de la fase soluble obtenida luego de la evaporacion del

alcohol. El orden de las experiencias es el siguiente: MeOH, EtOH96, e IPA (L1S, L2S, L3S).
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Para poder determinar la concentracién de los fosfolipidos buscados se realiza
la deconvolucién de las imagenes en picos.
En las Figuras 4.4.A y Figura 4.4.B se muestran los picos obtenidos al procesar

las placas con el software Imagel.

LPC
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Figura 4.4.A. Picos obtenidos con el programa ImageJ a partir de placas cromatogrdficas de la

fase obtenida luego de evaporacion del alcohol (MeOH (L1S), EtOH 96 (L2S)).
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Figura 4.4.B. Picos obtenidos con el programa Image) a partir de placas cromatogrdficas de la

fase soluble obtenida luego de la evaporacion del alcohol (IPA,(L3S)).
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Con las dareas de los picos, se obtienen las cantidades relativas de cada
componente. En la Tabla 4.2, se muestran dichos valores. Se logré concentrar hasta un
38 % la PC usando IPA, un 35% con etanol 96%, y hasta un 34% con metanol. Estas

concentraciones no difieren significativamente al 29% PC que posee la materia prima

de partida.
[+)
Experiencia  %LPC %P %PC %PE g:?s
Materia 18% 7% 29% 28% 18%
prima
Metanol
(L1S) 25% 9% 34% 22% 10%
Eta(”LOZ'S?G% 21% 10% 35% 22% 12%
'SOF;[‘;‘;")"”M 19% 8% 38% 23% 13%
Tabla 4.2. Composicion relativa de PC, de la fase obtenida luego de evaporacion del

alcohol

Para analizar la fraccidn insoluble en alcohol, se diluyé la muestra en hexano en
una relacion 1:100, se sembré en la placa cromatografica, la cual se corrié con la fase
movil B y luego se reveld6 en una cdmara con vapores de yodo. Estas muestras

corresponden a las indicadas como L1, L2 y L3 en la Figura 4.1.

En la Figura 4.5, se presentan las corridas cromatograficas de las muestras
obtenidas en las experiencias en que se usdé metanol , etanol 96 y por ultimo

isopropanol.

Los cromatogramas obtenidos del procesamiento de las placas con el programa
Imagel se muestran en la Figura 4.6. La integracion de las sefiales permite obtener las

cantidades relativas de cada fosfolipido.
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Figura 4.5 Placas cromatogrdficas de la fase precipitada obtenida luego de la

evaporacion del alcohol. El orden de las experiencias es el siguiente: MeOH , EtOH 96, e IPA (L1,

L2,13)
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Figura 4.6 Cromatograma obtenido con el programa ImageJ a partir de placas
cromatogrdficas de la fase precipitada obtenida luego de evaporacion del alcohol (MeOH (L1),

EtOH 96 (L2), e IPA (L3)).

En la Tabla 4.3 se resumen las concentraciones de cada uno de los fosfolipidos.
En los tres casos se redujo la de PC, lo que es consistente con la observacién del
aumento de la proporcién de este fosfolipido en la fase soluble, como se mostré en la
Tabla 4.2. Este comportamiento es mas marcado cuando se utilizé metanol como

solvente de extraccion.
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% Otros
Experiencia %LPC %Pl %PC % PE 0 PL
S
Materia prima 18% 7% 29% 28% 18%
Metanol

(1) 31% 12% 19% 24% 14%
Etanol 96%

(L2) 25% 10% 26% 25% 14%
Isopropanol

(13) 17% 12% 24% 26% 21%

Tabla 4.3 Composicion relativa de PC, de la fase precipitada obtenida luego de la evaporacion
del alcohol.

En conclusién, al combinar tres etapas de extraccion—primero dos con acetona
y luego una con un solvente alcohdlico—los resultados en la purificacién de la PC no
fueron satisfactorios. En la fase soluble en alcohol, donde se esperaba concentrar la PC,
no se obtuvieron valores altos. Ademas, no se observaron diferencias significativas

entre los distintos solventes utilizados.

Esto se puede explicar teniendo en cuenta que en este procedimiento,
inicialmente se purifican los fosfolipidos, extrayendo los lipidos neutros. Esto conduce a
una interaccién mas fuerte entre ellos lo que hace mas dificil su separacién. Es de
recordar que los fosfolipidos son moléculas anfifilicas, con una parte polar y una no
polar, que se encuentran formando micelas con el agua o el aceite. Es probable que al
extraer estos compuestos, los fosfolipidos sigan formando estas estructuras con la
parte no polar de otro de los fosfolipidos. Con base en lo ya expuesto, en las siguientes

experiencias se invertira el orden de las etapas de extraccion.

La Figura 4.7 muestra los analisis por TLC de las muestras LO y las generadas en
las experiencias L1, L2 y L3, tanto en la fraccién insoluble (Figura 4.7.A) como en la

soluble (Figura 4.7.B).
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Figura 4.7: Analisis por TLC. (A) muestras L1, L2, L3; (B) muestras L1S, L2S, L3S; en
ambas figuras se incluye el perfil de la muestra LO.

La muestra L3S, fraccion soluble en el IPA en la secuencia
acetona-acetona-alcohol, presenta en su perfil de TLC a la sefial de la PC mas intensay
grande que en las muestras L1S y L2S, asi como también L3S presenta menor presencia
de otras sefiales indicando que efectivamente la extraccion de PC con el isopropanol es
mejor que con metanol y etanol. En correspondencia con esta observacién, puede
verse que el cromatograma de la fraccion insoluble obtenida con el isopropanol (L3)
presenta una senal pequefia de PC y una importante contribucion de otros
compuestos (Figura 4.7.A). Por otro lado, en la observacién de la Foto 4.1.B, se destacd
que la fase soluble obtenida con metanol es mas coloreada que con los otros alcoholes.
En acuerdo con esta observacidén, puede verse en las placas TLC, que el perfil de la
muestra L1S presenta mds sefales que en las correspondientes a la extraccién con
etanol (L2S) y particularmente respecto de la correspondiente al isopropanol (L3S). En
el mismo sentido, el cromatograma de la fraccidon insoluble obtenida en la extraccién
con metanol (L1) presenta menos sefiales que las otras dos, y el correspondiente a la
extraccidon con isopropanol, es la que presenta un perfil con mas seiales (L3, Figura

4.7.A).

Este analisis permite ver que existe consistencia entre los resultados numéricos
obtenidos, y las observaciones cualitativas realizadas en cada caso durante las

extracciones.
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4.3.2.2 Extracciones alcohol-acetona-acetona

Utilizando la misma muestra de lecitina se procedié a hacer una primera
extraccion con alcohol seguida de otras con acetona. Esta lecitina posee una
composicion 69% PL, 1% agua y 30% de aceite; y una distribucion porcentual de

fosfolipidos indicada en la Tabla 4.1.

La primera etapa de extraccién se realizé dosificando el alcohol en una relacién
lecitina:alcohol 1g:10mL. El tubo con la muestra y el alcohol se colocé en un baino a 60
°C por 30 min. Se observan diferencias marcadas en el comportamiento referido a la
mezcla y a la dispersion de la emulsién al contactar la lecitina en primera instancia con
los diferentes alcoholes. Andlogamente a lo observado antes, el metanol logra una
répida dispersion de la lecitina, con mucha dificultad en el caso del etanol 96%, y con
un comportamiento intermedio en el caso del isopropanol. En la Foto 4.2.A se pueden
observar los tubos durante la extraccién alcohdlica antes de centrifugar, y en la Foto
4.2.B se muestran las fracciones insolubles luego de la centrifugacién y separacion se la
fraccién alcohdlica. En ambas fotos se puede notar que para la extraccidon con etanol
96% (tubo central de las imagenes) la fraccién insoluble presenta un color mas oscuroy

una apariencia mas gomosa que las otras dos experiencias.

Foto 4.2.A Extraccidn de lecitina con cada uno de los alcoholes (de izquierda a derecha
metanol, etanol, isopropanol).
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Foto 4.2.B Fracciones insolubles luego de la extraccion con los diferentes alcoholes (de izquierda
a derecha, metanol, etanol e isopropanol).

A ambas fracciones, la soluble y la insoluble, se les evapord el alcohol en vacio y
temperatura. En la Foto 4.3 se observan las fracciones solubles en alcohol durante la
etapa de evaporacion. Finalizada esta etapa las muestras presentan mayor viscosidad y
apariencia oleosa. Posteriormente, se procedid a realizarles dos etapas consecutivas de
extraccién con acetona a cada fase. Para estas experiencias se le agregé 45 mL de
acetona a 5 °C a cada una de las muestras, se homogeneizé y se llevé a un bafioa 5 °C
por 15 min. Finalizado este tiempo se extrae del bafio y se lleva a centrifuga de manera
tal de separar fases, se descarta la fase liquida (rica en acetona), y al precipitado se le
realiza nuevamente una extraccion con acetona como ya se describid. Por ultimo, se

evaporod la acetona mediante estufa a 80 °C hasta lograr peso constante.

Foto 4.3 Fracciones solubles en los diferentes alcoholes durante la etapa de evaporacion (de
izquierda a derecha, isopropanol, etanol y metanol).

El andlisis de las fases obtenidas se realiz6 mediante TLC en una dimensién con
las fases compuestas por Cloroformo-Metanol-Acido acético-Agua destilada
analogamente a las experiencias anteriores, y utilizando el software Imagel) para

cuantificar las composiciones de los distintos fosfolipidos.
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En la Figura 4.8, se muestran los cromatogramas obtenidos por TLC de la fase

soluble en alcohol de cada experiencia, junto con una corrida de un estandar de PC.
Ademads, se sefiala a qué componente corresponde cada huella. Alli se puede observar
como en estas experiencias la marca correspondiente a la fosfatidilcolina es mas

intensa en color y extensa en area en relacién al resto.

PE

PC

Pl

LPC

B 4

Estdndar MeOH EtOH 96 IPA
PC

Figura 4.8. TLC de la fase soluble en alcohol, rica en Fosfatidilcolina. El orden de las
experiencias es el siguiente: MeOH, EtOH 96, e IPA (L4S, L5S, L6S). Ademds se corrié un estdandar
de PC.

El procesamiento de la placa cromatografica con el programa Imagel se muestra
en la Figura 4.9. Puede verse en estos cromatogramas que existe una deriva de la linea
de base desde el inicio hasta la longitud en la cual comienza la sefal de la PC. Incluso,
en el caso del cromatograma obtenido en la experiencia L4S (primera extraccidén con
metanol) no se alcanza a resolver la sefial de la LPC y la del PI. Esta deriva no habia sido
observada en los cromatogramas de las fases solubles de la secuencia anterior, es decir
cuando la secuencia de solventes usados fue acetona-acetona-alcohol. Esto sugiere
que al usar el alcohol en la primera etapa se extraen algunos compuestos que luego no

se definen en el cromatograma y generar esa deriva en la linea de base. Si bien esto
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introduce una pequeiia incertidumbre, se puede obtener conclusiones acerca de la

diferente eficiencia de los alcoholes usados en la primera etapa de extraccion.
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Figura 4.9 Picos obtenidos con el programa Image) a partir de placas cromatogrdficas

de la fase soluble en alcohol, rica en Fosfatidilcolina.

% Otros

Experiencia %P1 %PC % PE PLs
Materia prima 7% 29% 28% 18%

Metanol

(L4S) 33% 10% 38% 3% 16%

Etanol 96%

(L5S) 40% 11% 36% 4% 9%

Isopropanol
(L6S) 39%

10% 48% 3%

0%
Tabla 4.4 - Composicion relativa de PC por experiencia, de la fase soluble en alcohol,

rica en Fosfatidilcolina.

La Tabla 4.4 muestra las cantidades relativas de cada componente, una vez

calculadas las areas relativas de cada pico. Se observa que se lograron extractos mas

concentrados en PC cuando se combinaron una primera etapa de purificacion
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alcohdlica con dos consecutivas de acetona. Al igual que las experiencias anteriores, el
IPA logra la mayor extraccién de la PC, siendo significativamente mds alta que en el
caso de las experiencias anteriores (extracciones con acetona seguidas de alcohol). Las

extracciones con metanol y etanol 96% fueron menos selectivas a la extraccion de PC.

El estudio se completé analizando la fase precipitada, la cual se espera que sea
rica en PE y se lleve el resto de los fosfolipidos. Para ello se operd de igual forma a la
fase soluble en alcohol. En la Figura 4.10 se muestran las placas cromatograficas de

cada una de las experiencias.

Como se puede observar, efectivamente en esta fase se encuentran los mismos

fosfolipidos presentes que en la materia prima de partida.

PC -

Pl

LPC‘ B 2

MeOH EtOH IPA

Figura 4.10. TLC la fase insoluble en alcohol. El orden de las experiencias es el siguiente:

MeOH, EtOH e IPA (L4, L5, L6)

En la Figura 4.11 y la Tabla 4.5 se muestran los resultados del procesamiento de
las placas con Imagel. Se puede observar cdmo en las experiencias para la fase rica en
PE, las concentraciones de fosfatidilcolina se mantienen en valores menores a la

muestra original (28%).

En conclusidn, las experiencias en las cuales la primera extraccién consiste en

una solucién alcohdlica como solvente, se logran mejores valores de pureza de PC que
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en los casos en los que esta extraccidn se encuentra como tercer paso. El IPA es el

solvente que extrae mayor cantidad de PC.

Fl

PE

L NET S (8]

Figura 4.11 Picos obtenidos con el programa ImageJ a partir de placas cromatogrdficas

de la fase insoluble en alcohol (L4, L5, L6).

% Otros
Experiencia %LPC %P1 %PC % PE PLs
Materia prima 18% 7% 29% 28% 18%
Metanol
27% 10% 15% 26% 22%
(L4)
Etanol 96% 27% 12% 16% 22% 23%
(L5)
Isopropanol 23% 9% 16% 32% 20%
(L6)

Tabla 4.5 Composicion relativa de fosfolipidos por experiencia, de la fase insoluble en

alcohol.
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4.3.3. Extraccién con etanol: efecto de la composicién y la relacion
lecitina:alcohol

Si bien ya se mostré que el alcohol isopropanol es el alcohol que produce
extractos mas concentrados en PC, se pondrd énfasis en optimizar el uso del etanol.
Esto debido al hecho de que este alcohol es de baja toxicidad, y es producido por
fermentacién de la biomasa. Por lo cual, en caso de poder utilizar etanol se estaria
proponiendo un proceso amigable con el ambiente, ya que no solo se aprovecharia el
residuo del desgomado del aceite, sino que también se usaria un solvente extractor
renovable. Por otro lado, en primera instancia se trabajo con etanol 96% ya que, en el
caso de realizar experiencias de extraccion a partir de las gomas, éstas ya poseen un
alto contenido de agua (alrededor del 40%) y no tiene sentido emplear un solvente
anhidro. Por otro lado, al trabajar con lecitina el contenido de agua en el solvente
extractor es un factor a ser considerado. En ese sentido, en funciéon de los resultados
mostrados, se estudian secuencias de extraccién usando una primera etapa con etanol
96% y anhidro, y posteriores etapas de extraccién con acetona como estrategia para la

obtencidn de fracciones de fosfolipidos enriquecidas en PC.

Para ello se tomd una alicuota de la lecitina con la que ya se trabajd y se le
agrego etanol en una relacion lecitina:alcohol 1:3 m:v, ensayando tanto el alcohol 96%
como el anhidro. Las extracciones se realizaron en tubo de centrifuga, a 60 °C por 30
min. Finalizado el tiempo de extraccién, las muestras se centrifugaron y separaron
fases, generando un sdlido precipitado y la fase soluble en alcohol. A continuacidn, se
le hicieron dos extracciones consecutivas de acetona a 5 °C, previa evaporacién de

alcohol, operando como ya se ha descripto anteriormente.

En la Figura 4.12, se muestran las placas cromatograficas del andlisis de los
extractos solubles en alcohol (A) y las graficas obtenidas luego de su procesamiento

con el software Imagel (B).
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Figura 4.12.A. TLC la fase soluble en alcohol. El orden de las experiencias es el

siguiente: EtOH 96%, EtOH 100% (L8S y L7S).

Se integran las sefales obtenidas del procesamiento de las placas de TLC, y se
calculan las cantidades relativas de cada componente, valores mostrados en la Tabla
4.6. Como se puede observar, efectivamente se lograron extractos mas concentrados
llegando a concentraciones de PC del 49%. Si bien no se ve mayor diferencia entre
Etanol 96 y Etanol 100, si se obtuvieron mejores resultados en este caso utilizando una
relacidon muestra:solvente 1:3, a diferencia del estudio anterior en el que se utilizd una

relacién 1:10 y se logré concentrar hasta un 36%.

El estudio se completd analizando la fase precipitada, en la cual se encuentra
una menor concentracién de fosfatidilcolina. Para ello se operd de igual forma a la fase

soluble en alcohol.

En la Figura 4.13, se muestran las placas cromatograficas del andlisis de los
extractos insolubles en alcohol (A) y las graficas obtenidas luego de su procesamiento

con el software Imagel (B).
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PC

Figura 4.12.B. Grdfica de los picos de las experiencias: EtOH 96%, EtOH 100% (L8S y

L7S).
% Otros
Experiencia %LPC %Pl %PC % PE 0 PL

s

Materia prima 18% 7% 29% 28% 18%
Etanol 100%

(L75) 32% 10% 49% 6% 3%
Etanol 96%

0 0 (1] (1) 0

(L8S) 33% 11% 49% 5% 2%

Tabla 4.6 Composicion relativa de fosfolipidos por experiencia, de la fase soluble en

alcohol: EtOH 100%, EtOH 96% (L7S y L8S)
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Figura 4.13.A TLC la fase insoluble en alcohol. El orden de las experiencias es el

siguiente: EtOH 100, EtOH 96 (L7, L8)
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Figura 4.13.B Grdfica de los picos de las experiencias: EtOH 100%, EtOH 96% (L7 y L8).

En la Tabla 4.8 se puede observar que en todas las experiencias, desde la 1l ala
8, en la fase insoluble en alcohol las concentraciones de fosfatidilcolina se mantienen

en valores menores a la muestra original (28%).
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% Otros
Experiencia %LPC %Pl %PC % PE 0 PL
S
Materia
orima 18% 7% 29% 28% 18%
Etanol 100%
(L7) 23% 11% 14% 25% 27%
Etanol 96%
(L8) 25% 10% 21% 25% 19%

Tabla 4.7 Composicion relativa de fosfolipidos por experiencia, de la fase insoluble en

alcohol: EtOH 100%, EtOH 96% (L7 y L8)

Estos resultados, que indican que aumentar la relacion lecitina:alcohol
mejora significativamente la concentracion de la PC, sugiere estrategias para
potenciar este efecto, por ejemplo realizando multiples etapas de extraccion con
alta relacion lecitina:alcohol (e.g. 1:3), en lugar de una etapa de menor relacion

(e.g. 1:10).

Fase soluble en Fase insoluble

Experiencia alcohol en alcohol

% PC % PC
1 MeOH 34% 19%
2 EtOH 96 35% 26%
31IPA 35% 24%
4 MeOH 38% 15%
5 EtOH 96 36% 16%
6 IPA 48% 16%
7 EtOH 100 49% 14%
8 EtOH 96 49% 21%

Tabla 4.8 - Comparacion del contenido de PC entre las fases ricas en PCy en PE.

4.4, Balances de masa
A fin de estimar los rendimientos por etapas de extraccion en el proceso de
purificacidén, se registraron las masas resultantes luego de cada uno de los pasos

involucrados.
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Teniendo en cuenta las concentraciones y las masas resultantes de las distintas
etapas del proceso de purificacion, se graficaron las masas (en gramos) de cada fase,
como se muestra en la Figura 4.14. La primera barra de la figura corresponde al analisis
de 4 gramos de lecitina inicial. Las otras barras presentan las masas obtenidas de los
diferentes fosfolipidos en la fase soluble y en la insoluble en cada alcohol y secuencia
de extraccion. Estas fases se denominan "fase sol" (correspondiente a la parte soluble
en alcohol) y "fase ins" (la parte no soluble en los solventes alcohdlicos). En este
analisis, se consideraron los fosfolipidos de mayor interés y proporcién, como la

fosfatidilcolina (PC) y la fosfatidiletanolamina (PE), agrupando el resto bajo el término

"Otros PLs".
450
4,00
3,50
3,00
O0Otros PLs - Fase sol
% 2,50 @ PE - Fase sol
g 2,00 BPC - Fase sol
OAgua
1,50 mAceite

1.00 OOtros PLs - Fase ins

BPE - Fase ins
mPC - Fase ins

0,50

0,00

Experiencia

Figura 4.14. Distribucion de masas (g) en las distintas fases del proceso de purificacion

de Lecitina de Soja, para todas las experiencias.

Se observa que, en la mayoria de los casos, a excepcion de la Experiencia 4 con
metanol, la fase insoluble en alcohol (es decir, la fase que no es rica en fosfatidilcolina,
PC) es la de mayor proporcidn. En la Tabla 4.8 se detallan las proporciones exactas en
las que se extrajo cada fase. Cabe destacar que el resto de cada muestra, que no quedd

ni en la fase soluble ni en la insoluble, corresponde a la pérdida de agua y aceite a lo
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”

largo de las extracciones, asi como a la merma propia del proceso de manipulacion de

la muestra.

Se puede observar en la Figura 4.14, que las experiencias realizadas con la

secuencia acetona-acetona-alcohol, las masas recuperadas de la fraccion de muestra

que excluye al aceite y al agua (experiencias 1, 2, 3), son mayores que las recuperadas

con las secuencias alcohol-acetona-acetona. Las fases insolubles que resultan en este

caso, son de apariencia mas seca y limpia que en el caso de la secuencia

acetona-acetona-alcohol, en la cual los sélidos son de textura mdas gomosa, como

puede observarse en la Foto 4.4. Es decir que en esta secuencia la acetona estaria

extrayendo mayor cantidad de impurezas, lo que conduciria a una menor masa final.

Experiencia

1 (MeOH)
2 (EtOH 96)
3 (IPA)

4 (MeOH)
5 (EtOH 96)
6 (IPA)

7 (EtOH 100)

8 (EtOH 96)

Tabla 4.8 - Rendimientos de fases por etapa

% Fase Insoluble

32%
51%
50%
20%
29%
34%
34%

36%

% Fase soluble

31%
13%
20%
35%
25%
17%
18%

18%
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Foto 4.4 Fracciones insolubles en metanol siguiendo diferentes secuencias de extraccion.
L1: acetona-acetona-metanol / L4: metanol-acetona-acetona

En resumen, partiendo de 4 g de lecitina que contiene 0,79 g de fosfatidilcolina
(PC), equivalente al 19,75%, se logra extraer entre 0,18 y 0,53 g de PC en la fase soluble
en alcohol (rica en PC), segun la experiencia. Esto significa que la recuperacion de PC

varia entre el 23% y el 67%. Los resultados detallados se presentan en la Tabla 4.9.

L PC (g) Fase soluble en % PC respecto de la
Experiencia

alcohol - Rica en PC lecitina de partida
Lecitina 0,79 100%
1-MeOH 0,42 53%
2 - EtOH96 0,18 23%
3-1PA 0,27 35%
4 - MeOH 0,53 67%
5 - EtOH96 0,36 45%
6 - IPA 0,33 41%
7 - EtOH100 0,35 45%
8 - EtOH96 0,35 44%

Tabla 4.9 - Cantidad de PC (g) resultante en fase soluble en alcohol
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4.5. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos se puede decir que las experiencias en las
cuales la primera extraccion consiste en una solucién alcohdlica, se logran mejores
valores de pureza de PC que en los casos en los que esta extraccion se encuentra como
tercer paso. Este comportamiento se explica por la propiedad anfifilica de las
moléculas de fosfolipidos y, en consecuencia, su propiedad para formar estructuras
bicapa y micelares dependiendo del tipo de fosfolipido y del medio en el que se
encuentren. En este contexto, al realizar las extracciones con acetona en primera
instancia se esta retirando la fraccion de lipidos neutros de la mezcla de lecitina y los
fosfolipidos restantes formaran nuevas estructuras buscando estabilizarse,
posiblemente con la parte no polar de otro de los fosfolipidos. Al agregar el alcohol
como Uultima etapa de extraccion, la fosfatidilcolina no se encontraria tan facilmente
accesible para su extraccion como cuando el alcohol se emplea como primera etapa de

extraccion.

Por otro lado, se observa que a diferentes concentraciones de alcohol (por
ejemplo, comparando experiencias de lavados con alcohol etanol al 96% y 100% (L8 y
L7) no se observan diferencias en el resultado de purificacion. Sin embargo, si se
observan mejoras cuando el etanol 96 se utiliza en proporcién lecitina:alcohol = 1:3

m/v con respecto a la muestra, que se utiliza en relaciéon 1:10 m/v.

Este es un resultado muy interesante, dado que indica que al bajar la cantidad
de solvente se amplifica la diferencia que se disuelve de la PC respecto de los otros
fosfolipidos. Esto abre otra linea de optimizacidn en la cual, segun este resultado, serd
mas conveniente realizar multiples extracciones con baja cantidad de solvente, que una

extraccidn con gran cantidad de solvente.

Ademas, si observamos el valor de PC de la lecitina de partida luego de las
extracciones con acetona (LO), es de aproximadamente 29% (de un 69% de fosfolipidos
inicial), lo cual concuerda con los valores publicados en bibliografia para una lecitina de

soja. Este Ultimo punto es relevante, ya que ayuda a validar la técnica utilizada.
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rendimientos de recuperacién de

Finalmente, vale mencionar que los

fosfatidilcolina estuvieron entre 23 y 67%, logrando como mayor concentracion de este

fosfolipido 49%.
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5. EMPLEO DE PC CONCENTRADO EN DESARROLLO DE

VACUNAS

5.1. Trabajo interdisciplinario realizado

Esta parte de la tesis se desarrolld en el marco de un proyecto interdisciplinario
titulado "Fabricacién y evaluacién de un adyuvante destinado a vacunas a partir de
fosfolipidos purificados de los residuos del desgomado de la aceites industriales”,
financiado por la Agencia Santafesina de Ciencia, Tecnologia e Innovacién
(Investigacién Orientada, Cdédigo: 10-2018-00062). Este proyecto se sustenta en el
conocimiento de los investigadores del Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica (LTI) de
la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral,
quienes previamente desarrollaron una vacuna eficaz contra el parasito T. Cruzi (cepa

Tulah).

Los adyuvantes son compuestos que se incorporan a las vacunas para aumentar
la inmunogenicidad de los antigenos o prolongar su efecto estimulador (Apostélico

et al,, 2016).

Se han elaborado distintas clases de adyuvantes, entre los que se incluyen los
basados en cajas lipidicas (Morein et al., 1984.). El adyuvante ISPA (Immunostimulating
Particle Antigen) esta compuesto por fosfolipidos, saponina, colesterol, esterilamina vy,
tocoferol, y su actividad inmunoestimulatoria ha sido probada previamente (Bertona et
al. 2017.) Sin embargo, debido a que varios componentes del adyuvante ISPA son
comerciales, como los fosfolipidos y el colesterol, para la aplicaciéon en vacunas
veterinarias, seria una gran ventaja el reemplazo de dichos compuestos por otros de

origen natural y de menor costo.

En este marco, el objetivo de este proyecto fue obtener concentrados de
fosfatidilcolina (PC) purificados a partir de los residuos del desgomado del aceite de
soja, con el fin de utilizarlos en una formulacién alternativa del adyuvante ISPA, de

menor costo y apto para ser implementado en vacunas veterinarias.
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Las mezclas enriquecidas en fosfatidilcolina estudiadas en esta tesis han sido
empleadas en la formulacién de vacunas. Estas se han evaluado in vivo con muy

buenos resultados, generando los anticuerpos correspondientes.

A diferencia de las formulaciones previas de ISPA (ISPA original), las
formulaciones alternativas a partir de extractos de lecitina de soja, presentan la
particularidad de poseer otros componentes lipidicos (fosfolipidos principalmente) de
los cuales se desconoce su comportamiento en el proceso de formacién de complejos
inmunoestimulantes (ISCOMs). En este caso particular, al estar enriquecido en
fosfatidilcolina, pero también conteniendo otros componentes, se pudo observar un
comportamiento particular. En la Tabla 5.1, se detalla la formula resultante. Resulta
notablemente menor la concentracion utilizada de colesterol en esta férmula
(denominada ISPAv) respecto de ISPA original dado que el agregado del mismo en
concentraciones mayores daba lugar a inestabilidad del preparado y precipitaciones en

las mezclas.

Constituyentes Concentracion
EXTRACTO DE LECITINA ENRIQUECIDO EN PC 2,36 mg/mL
COLESTEROL 0,13 mg/mL
Estearilamina Sn. 3% 0,15 mg/mL
a-Tocoferol Sn. 1% 0,029 mg/mL
Saponina QuilA 6,48 mg/mL
Agua calidad MilliQ 0,259 mi/mlL
Buffer Acetato de Sodio 50mM - pH 5.5 0,656 mi/mL
Etanol 96° 0,08 mi/mL

Tabla 5.1: Composicién de las nanoparticulas optimizadas, ISPASv.

Esto pueda explicarse considerando que este tipo de lipidos, de origen natural,
presentan esteroles propios, como asi también una alta concentracién de acidos grasos
poliinsaturados, lo que podria aportar mayor flexibilidad y estabilidad a las
nanoparticulas sin necesidad de adicionar altas concentraciones de colesterol sintético
o de alta pureza, lo que repercute en una reduccion de costos. Finalmente, se evalué la
capacidad protectora contra T. Cruzi del nuevo adyuvante ISPAv generado con las

fracciones de fosfolipidos extraidos de lecitina. Para ello, se realizaron inmunizaciones
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en ratones y luego, a los 15 dias posteriores de la ultima dosis, los animales fueron

desafiados con 1000 tripomastigotes de la cepa Tulahuén de T. cruzi.

Los animales inmunizados e infectados mostraron menor parasitemia a los 15y
20 dias post-infeccién en comparacién con los animales no inmunizados. Asimismo, los
animales inmunizados presentaron una sobrevida elevada del 80% contra la infeccion
del parasito, mientras que los ratones que no fueron inmunizados presentaron una

sobrevida del 0% y sucumbieron en un 100% ante la infeccién.

Estos resultados son similares e incluso superiores a la capacidad protectiva
alcanzada con el adyuvante ISPA elaborado con fosfolipidos comerciales y por lo tanto
son muy promisorios para el empleo de ISPAv como adyuvante de vacunas,
principalmente veterinarias, en donde es necesario reducir el costo de los insumos y el
empleo de fosfolipidos extraidos de la lecitina de soja podria ser un insumo que
permita disminuir los costos de la produccion de un adyuvante competitivo en el

mercado.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

6.1. Adopcion de la técnica a utilizar

A fin de determinar la sensibilidad del andlisis por TLC a la concentracién de los
componentes de la fase movil, en esta tesis se evalud el efecto de esta variable en la
resolucién de las sefales, a fin de detectar lo/s solventes cuya composicidn tiene
mayor influencia en la respuesta analitica. Las principales observaciones se resumen a
continuacion.

Fase A: Cloroformo, Metanol, Hidréoxido de amonio 7N

e Al variar la concentracién de cloroformo, no se detecta variacion en la
tiempos de retardo para la PCy la PE.

e Al variar la concentracidon de metanol, se observa que a mayor cantidad
de metanol, mayor es la separacién entre los compuestos prioritarios

Fase B: Cloroformo, Metanol, Acido acético, Agua destilada

e Al disminuir la concentracion de cloroformo, se aumenta el factor de

retardo de la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamina.

Por otro lado, se determind que el volumen de fase mévil cargado en la cubeta
es una variable muy importante para lograr repetitividad en los analisis. Por ejemplo,
se demostré que a menor volumen cargado, mayor variabilidad. Esto es debido a que
cuando la cantidad del solvente en la cubeta es baja, se evaporan selectivamente los
compuestos de la Fase B, cambiando su concentracién progresivamente en el tiempo,
haciendo asi que los componentes de la muestra salgan a tiempos diferentes de lo

esperado.

Teniendo en cuenta la importancia de lograr separar la PC del resto de los
compuestos presentes en la mezcla, pero principalmente de uno de los compuestos de
mayor concentracion, como lo es la PE, se mostré que el método de andlisis en placas
de TLC en una dimensién con Fase B, se logra suficiente resolucion con un
procedimiento analitico sencillo y rapido. No obstante es importante resaltar, que el
método analitico de TLC en dos dimensiones permite tener informacion adicional y

mejorar la precisién analitica.
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El trabajo realizado en el marco de la presente tesis permitid no soélo
implementar la técnica analitica aceptada por la AOCS, sino que determinar la
influencia de diferentes factores que afectan la calidad del método, y sobre los cuales

la norma no alerta.

6.2. Experiencias de extraccion

Los resultados obtenidos de las experiencias de extraccidon y concentracion de
fosfatidilcolina, indican que la mejor alternativa entre las ensayadas es la que utiliza el
etanol 96%, con una relacién lecitina:alcohol = 1:3 m/v. Ademas, en la secuencia de
extracciones el alcohol debe utilizarse en la primera extraccion, y no luego de las

extracciones con acetona.

En este caso, se alcanza un 49% de fosfatidilcolina (PC) en la fase rica en PC, que
es la soluble en alcohol. Es importante destacar que, aunque con etanol al 100% se
obtienen resultados similares, se priorizara el uso de etanol al 96%. Dado que la
lecitina y/o gomas normalmente tienen agua, no parece necesario utilizar un alcohol el
etanol anhidro. Por otro lado, el precio del etanol 96% es significativamente menor.
También se destaca el hecho de que el etanol es de baja toxicidad y se obtiene a través
de la fermentacién de biomasa, lo que lo convierte en una opcidn mas sostenible. Al
emplear este tipo de etanol, no solo se aprovechan los residuos del proceso de
desgomado del aceite, sino que también se utiliza un solvente que proviene de la

valorizacion de residuos de biomasa, contribuyendo a un proceso mas amigable.

6.3. Balances de masa

Los rendimientos globales promedios obtenidos luego del proceso de
separacion y purificacion ronda el 40%, habiéndo logrado un rendimiento del 67% en el
mejor caso, y de aproximadamente del 45% en los casos en los cuales se logré la mayor

concentracion de PC.

6.4. Empleo de PC concentrado en desarrollo de vacunas

Los hallazgos obtenidos por un laboratorio de la Facultad de Bioquimica vy
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional del Litoral muestran que el adyuvante

ISPAv, elaborado a partir de la purificacién de fosfolipidos provenientes del proceso de
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desgomado del aceite de soja, es tan efectivo o incluso mas efectivo que el adyuvante

comercial ISPA elaborado con fosfolipidos comerciales en términos de capacidad
protectora. Por lo tanto, se presenta un gran potencial de aplicacién en el uso de ISPAv
como adyuvante en vacunas, especialmente en el ambito veterinario, donde reducir los
costos de produccion es fundamental. El uso de purificados de fosfolipidos del
desgomado de la fabricacion de aceite de soja como insumo puede ser una opcion

viable para lograr un adyuvante competitivo en el mercado.
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7. ACTIVIDADES FUTURAS

En el marco del presente estudio, se utilizé el andlisis por cromatografia en capa
delgada en una dimensién, dado que presenta suficiente resolucién para la etapa del
estudio en la que se ejecutd la presente tesis. Si bien se pudo sacar conclusiones
contundentes respecto de la concentracion de la fosfatidilcolina, principal objetivo del
estudio, se observaron resultados en los cuales los lisofosfolipidos también se
concentraban en una de las fases, y dado que las sefiales de la lisofosfatidilcolina y la
lisofosfatidiletanolamina no se resuelven perfectamente en una dimensidn, este

aspecto no pudo ser evaluado en profundidad.

Por otro lado, las secuencias de extraccion que se ensayaron, mostraron
importantes diferencias al cambiar el alcohol, la secuencia de solventes usados, y la
relacién lecitina:alcohol. A fin de mejorar la eficiencia del proceso de extraccidén se
planea trabajar realizando experiencias adicionales, realizando extracciones sucesivas
con alta relacion lecitina:alcohol, por ejemplo la usada en algunas experiencias en este
estudio que fue 1 g/3 mL. Se extendera este estudio a los otros alcoholes, dadas las

diferencias observadas en las extracciones con los diferentes alcoholes.

Los fosfolipidos que se concentran en la fase alcohdlica, presentan diferentes
grados de polaridad. Por ejemplo, el lisofosfolipido presenta mayor polaridad que la
forma no lisada. Por lo tanto se evaluara la cristalizacién fraccionada como una etapa a

aplicar a la fase en la cual ya se concentro la fosfatidilcolina.

El alto costo de este fosfolipido concentrado, posibilita utilizar diferentes
estrategias y complementarlas para lograr obtenerlo con el grado de pureza

demandado en las aplicaciones farmacéuticas.
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10.

11.

12.

13.

Anexo 1: Fésforo (g fésforo/100 g muestra) - AOCS Ca 12-55

Procedimiento

Pesar de 3,3 — 3,2 g de la muestra en un crisol limpio y rotulado.

Agregar 0,5 g ZnO.

Preparar blanco de reactivo (sin muestra, solo con los 0,5 g de ZnO).

Calentar levemente hasta que espese la muestra. Aumentar levemente el
calentamiento hasta carbonizar completamente.

Llevar a mufla a 5509C durante 2h. Enfriar a temperatura ambiente.

Agregar a cada crisol 5 mL de H,0 destilada caliente (a ebulliciéon suave) y 5 mL
de HCI concentrado con pipeta, lavando las paredes del crisol.

Cubrir inmediatamente con vidrio reloj y calentar hasta ebullicidn suave
(presencia de gotas condensadas en el vidrio reloj).

Filtrar en matraces de 50 mL para muestras que se suponen que poseen
nulo-bajo contenido de P, 100 o 200 mL para muestras de bajo-moderado
contenido de P y 500 mL para alto contenido. Hacerlo con ayuda de un vigilante
de vidrio, lavar el vidrio y el crisol con pequefias porciones de agua destilada
caliente.

Enfriar a temperatura ambiente y neutralizar hasta aparicion de precipitado
blanco de ZnO, con una pequefia cantidad de solucién de KOH al 50% p/p.
agregar HCl concentrado en pequefias cantidades hasta redisoluciéon del sélido,
y agregar 2 gotas mas. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con
H,O destilada, tapar mezclar cuidadosamente.

Pipetear 10 mL de la solucién preparada anteriormente en matraz de 50 mL
(bien limpio y seco).

Agregar 8 mL de solucién de sulfato de hidracina (N2H6S04) y 2 mL de solucién
de molibdato de sodio (Na,M00,.2H20) en ese orden (si no se realiza asi, no se
desarrollara color).

Tapar e invertir 2 o 3 veces para mezclar bien. Sacar la tapa y calentar 10+0,5
min en bafio de agua hirviendo vigorosamente.

Sacar del bano, enfriar a temperatura ambiente, llevar a volumen con agua

destilada, tapar y mezclar cuidadosamente.
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14. Transferir a una cubeta limpia y seca. Con la ldmpara del espectrofotémetro
encendida un tiempo antes para que se caliente bien, medir absorbancia a 825
nm con el equipo ajustado 100% Abs para la cubeta con el blanco de reactivos.
En el caso de realizar mediciones de varias muestras, realizarlo por orden
creciente de contenido de P (visualmente, del azul mas claro al mas oscuro).

15. Con absorbancia medida, calcular el contenido de P en mg con la ecuacién de la

curva del equipo:

10(Contenido de P en muestra (mg)—Contenido de P en el blanco (mg))

0, A =
% FOSfOTO Masa de la muestra (gr) x Volumen de alicuota de 8

Para la curva de calibrado se realizan distintas disoluciones de una solucién de

KH2PO4 en agua destilada y se opera de igual forma a partir del punto 11.

Preparacion de soluciones

. Molibdato de sédio (N,HSO,): Agregar 140 mL de H,SO, a 300 mL de
agua destilada. Enfriar a temperatura ambiente y agregar 12,5 g de Molibdato de sodio

solido. Diluir a 500 mL de agua destilada. Dejar en reposo al menos 24 h antes del uso.

. Sulfato de Hidracina (N,H.SO,) al 0,015 %p/p: Disolver 0,150 g de sulfato

de hidracina em 1 | de agua destilada.

. Hidroxido de Potéassio (KOH) al 50%: dissolver 50 g de KOH en 50 mL de

agua destilada.
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Anexo 2: Material Insoluble en Acetona - AOCS Ja 4-46

Definicidn
Este método determina la materia insoluble en acetona bajo las condiciones de

la prueba, libre de arena, harina y otro material insoluble en éter de petréleo. Los

fosfatidicos se incluyen en la fraccién insoluble en acetona.

Alcance

Aplicable a la lecitina de aceites de soja y maiz.

Equipamiento

e Centrifuga: impulsada por motor con cabezal para sostener tubos de centrifuga
especificados, capaz de operar a 1900 (+100) rpm.

e Tubes de centrifuga: Pyrex™ de pared gruesa, fondo redondo con borde,
capacidad de 40 mL; Corning no. 8240 o equivalente.

e Varillas de agitacion: 5 mm de didmetro, longitud conveniente.

® Bureta: capacidad de 50 mL.

® Vasos de precipitados: de 250 y 400 mL.

e Horno de conveccién forzada: Especificaciéon AOCS H 1-39.

Reactivos

1. Eter de petrdleo: Especificacion AOCS H 2-41.
2. Acetona: grado ACS, presaturada con material insoluble en acetona purificado

de la siguiente manera:

(a) Purificacion de fosfatidicos: Purificar los fosfatidicos de determinaciones
anteriores de insolubilidad en acetona disolviéndolos en 5 g de 10 mL de éter de
petréleo y reprecipitando con 25 mL de acetona. Aseglrese de que el precipitado esté
libre de conglomerados antes de continuar. Transfiera el precipitado a dos tubos de
centrifuga, utilizando acetona adicional para facilitar la transferencia. Agite bien vy
complete a un volumen de 40 mL, agite, enfrie durante 15 minutos en un bafio de hielo
a 0-5 °C, agite nuevamente y centrifugue durante 5 minutos. Decante la solucién de

acetona, deshaga los sélidos con la varilla de agitacion, llene nuevamente los tubos con
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acetona, agite, enfrie, centrifugue y decante como antes. Los sélidos después de la

segunda centrifugacidon no requieren mas procesamiento y pueden usarse tal cual para

presaturar acetona.

(b) Saturacion de acetona: Agregue fosfatidicos purificados a la acetona a 5 °C.
Cinco gramos de fosfatidicos son suficientes para aproximadamente 16 L de acetona.
Mantenga a 5 °C durante 2 horas, agitando vigorosamente en intervalos de 15 minutos.
Decante a través de un papel de filtro rdpido, evitando la transferencia de sélidos al
papel y realizando la filtracién bajo condiciones refrigeradas (0-5 °C) para mantener las

mismas condiciones de saturacién descritas en el procedimiento.

Preparacion de la muestra

1. Mezcle bien. Si la muestra de prueba es plastica, puede calentarse para facilitar
la mezcla, pero no la calienta a mas de 60 °C y evite un calentamiento

prolongado.

Procedimiento

1. Pese 1.9-2.0 g (+ 0.0005 g) de la muestra de prueba bien mezclada en un tubo
de centrifuga que ha sido pesado previamente con una varilla de agitacién.

2. Agregue 15 mL de acetona saturada desde una bureta. Caliente en un bafio de
agua hasta que la lecitina se derrita, pero evite la evaporacién de la acetona.
Agite hasta que el material esté completamente desintegrado. Coloque en un
bafio de agua helada y enfrie durante 5 minutos.

3. Retire el tubo del bafio y agregue aproximadamente la mitad del volumen final
requerido de acetona saturada fria (0-5 °C). Agite bien para completar la
dispersion de las particulas restantes. Complete a un volumen de 45 mL con
acetona fria (0-5 °C), agite y coloque el tubo y su contenido en un bafio de hielo
a 0-5 °C durante 15 minutos.

4, Al final del periodo de enfriamiento de 15 minutos, agite nuevamente mientras
estd en el bafio; retire la varilla y centrifugue inmediatamente a 1900 (+100)
rom durante 5 minutos. Decante el material soluble en acetona en un vaso de

precipitados limpio.
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5. Rompa los solidos centrifugados con la varilla de agitacion asignada y rellene el
tubo de centrifuga hasta la marca de 40 mL con acetona fria (0-5 °C); agite bien
y repita como se indica en el Procedimiento 3y 4.

6. Durante la segunda centrifugacion y el vertido del solvente, devuelva la varilla
de agitacién al tubo y deshaga los sélidos. Coloque el tubo y el contenido en
posicion horizontal sobre una mesa de laboratorio hasta que el exceso de
acetona se evapore. Mezcle nuevamente y coloque en un horno de conveccién
forzada a 105 (+2) °C hasta obtener un peso constante, generalmente de 30 a
45 minutos. Enfrie a temperatura ambiente en un deshidratador eficiente y

pese inmediatamente.

Calculos

masa, g de residuo
- x 100
masa, g de muestra

Material Insoluble en acetona % = [ ] — %Insoluble en Hexano *

(*como se determina por el Método Oficial AOCS Ja 3-87)
Reproducibilidad

La variacion promedio de los componentes calculados a partir de los datos

colaborativos, siguiendo limites de probabilidad del 95%:

1. Ladiferencia entre determinaciones duplicadas realizadas dentro de un
laboratorio no debe exceder el 10%.
2. Ladiferencia entre el promedio de las determinaciones duplicadas realizadas en

diferentes laboratorios no debe exceder el 17%.
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Anexo 3: Contenido de humedad(g agua/100 g muestra) -

AOCS Ja 2-46

v W Ne

Procedimiento

Colocar la muestra homogeneizada, alrededor de 8 g, en un balén de 500 mL.
Agregar 500 mL de tolueno y piedritas de cuarzo.

Homogeneizar la mezcla agitando.

Colocar la trampa de agua Dean-Stark vy el refrigerante.

Calentar y mantener en ebullicidon hasta que el nivel de agua en la trampa no
varié.

Sacar el refrigerante y con un alambre despegar las gotas de la pared de la

trampa, si fuese necesario, y registrar el volumen.

Calculo

0 Volumen (mL de agua) x 99.7
0o =

masa, g de muestra
Con:

Volumen = mL de agua registrados en la trampa.
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Figura A3.1 - Equipamiento para destilacion de humedad.
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Anexo 4: Fundamentos de la cromatografia de capa delgada

Se puede definir la cromatografia como un proceso de separacion que se lleva a
cabo por la distribucion de sustancias entre dos fases: la fase movil (FM) vy la
estacionaria (FE).

La fase estacionaria y la fase mdvil son los dos componentes esenciales de la
cromatografia, y las diferentes formas de cromatografia se definen por la naturaleza
fisica de estas dos fases. Asi, en la cromatografia gaseosa la fase mévil es un gasy en la
liguida un liquido. A su vez, la FE puede ser un liquido o un sélido. Cuando la FM esta
en forma liquida y la FE sdlida, mas precisamente en forma de hoja, se la denomina
“cromatografia de capa delgada”, conocida como TLC (Thin Layer Chromatography). Es
un procedimiento rapido y sencillo para separar mezclas de sustancias,
identificar/caracterizar o para determinar semicuantitativamente componentes
individuales.

En la cromatografia de TLC, la FE consta de una placa la cual tiene depositada
una fase sélida, y la FM consiste en un solvente (o mezcla de ellos). Durante el
desarrollo de la TLC, las moléculas se mueven continuamente de un lado a otro entre
los estados libre y adsorbido, por medio de un equilibrio dindmico y rdpido con las dos
fases (FE y FM). Un equilibrio de fuerzas intermoleculares determina la posicidon de
equilibrio y, por lo tanto, la capacidad del solvente para mover el soluto hacia arriba de
la placa. Este depende de la polaridad del material de revestimiento de la placa de TLC,
de la polaridad del disolvente de desarrollo y de la polaridad de las moléculas de la
muestra.

Por ejemplo, con una muestra que consta de dos compuestos A y B como se
ilustra en la Figura A4.1, si las moléculas A pasan mads tiempo en la fase movil, seran
transportadas a través de la fase estacionaria mas rapidamente y avanzaran mas
distancia en un determinado tiempo. Mientras que si las moléculas B se adsorben en la
fase estacionaria mas que A, pasan menos tiempo en la fase movil y, por lo tanto, se
mueven a través de la fase estacionaria mds lentamente. Consecuentemente, A se

separa gradualmente de B a medida que asciende la fase mévil [1].
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Figura A4.1 — Representacion del proceso de separacion en TLC

Particularmente, cuando la FE estd compuesta por placa con gel de silice
depositado en ella, la cual es una sustancia muy polar, se retendrd en mayor medida
componentes mas polares. Por otro lado, la FM (eluyente) debe de ser menos polar
que la FE de forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad sean
los menos polares. Por lo tanto, al revelar la placa cromatografica, el componente mds
polar se encontrard mas cercano al punto de siembra, y, por el contrario, el
componente menos polar se moverd mas rdpidamente y se encontrard mas alejado del
punto de siembra.

El estado de equilibrio dindmico puede caracterizarse por un coeficiente de
equilibrio o factor de capacidad (k'), definido como la relacidon de la cantidad o
concentracién de un componente dado en la fase estacionaria (Cs) con respecto a la
fase movil (Cm):

k'=Cs/Cm

Quizds se pueda ver que este parametro tiene una relevancia mas inmediata
cuando se define en términos de los tiempos de retencion (o volimenes) de un soluto:

k'=(t-to)/to

donde t = tiempo de retencion de un soluto, y t, = el tiempo requerido para que

el solvente (o un soluto no retenido) se mueva de un extremo de la columna al otro.

Durante el movimiento del analito, una vez finalizada la corrida, los

componentes generan manchas que representaria cada compuesto. Es posible
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determinar la movilidad relativa de cada componente con respecto al maximo posible,
mediante la medicidon del “factor de retardo” (Rf). Este factor es el cociente de la
distancia (a) recorrida por el analito y la maxima distancia posible recorrida (D), y sera

unico para cada analito (Figura A4.2).

4 +

® .
Componente 1: Rf=a/D
Componente 2: Rf=b /D

. a D Componente 3: Rf=¢c /D

c
+ b
a

Figura A4.2 — Representacion del factor de retardo en placa de TLC

Este factor depende tanto de las condiciones experimentales (temperatura,
grado de saturacién de la cdmara de desarrollo, cantidad de muestra, etc.) como de la
composicidon de la FM y de la FE. Sin embargo, al ser una constante fisica de cada
especie quimica, el valor de Rf de un compuesto determinado es constante en iguales

condiciones analiticas, lo cual permite la identificacidon de especies.
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