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CHARACTERIZATION OF SOYBEAN PHOSPHATIDYLCHOLINE PURITY BY 'H AND 3'P NMR. A strategy is proposed to

evaluate the purity of phosphatidylcholine from soybean lecithin, obtained by extraction or column chromatography, using the integrals

ratio of "H NMR spectra. Integrals of methylene signals, around 1.3 and 1.6 ppm, are added and divided by the integral of the choline

methyl groups, around 3.3 ppm. Before purification, a ratio of 19.68+1.37 was determined. Using extraction, a ratio of 10.70+0.61 was
found, while from column chromatography, a value of 2.99+0.25 was detected. *'P NMR of standard phosphatidylcholine showed signals
at -0.2 and -0.9 ppm, whereas the purified one showed a single signal at -0.9 ppm.
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INTRODUCAO

A fosfatidilcolina (FC) consiste de uma mistura de fosfolipideos
naturais constituidos por uma extremidade polar formada por um
grupo colina e um grupo fosfato ligados a por¢do hidrofébica, duas
longas cadeias acilicas de 16 a 22 carbonos, por ligacdes ésteres com
o glicerol (Figura 1). As cadeias acilicas podem conter uma ou mais
insaturagdes. Devido a estrutura polar-apolar, ou seja, anfifilica, essas
moléculas tendem a se auto-organizar em bicamadas com importantes
funcdes bioldgicas, como por exemplo, as membranas celulares de
organismos vivos. Imitando a natureza, cientistas vém estudando as
caracteristicas de membranas utilizando FC, no intuito de desenvolver
novos sistemas para as mais diversas dreas, em especial nas ciéncias
farmac@uticas e na biomedicina." Atualmente a FC é largamente
empregada nas industrias farmacéutica e cosmética como emulsifican-
te, excipiente e na producdo de lipossomas, bem como nas industrias
alimenticias e de tintas como estabilizante e emulsificante.'"*

A FC tem sido purificada a partir de fontes naturais abundantes,
como a gema de ovo.'* Com o advento do processamento industrial
da soja para a producdo de 6leo, os residuos de 6leo denominados
lecitina, considerados anteriormente como rejeitos, sdo uma fonte
rica e barata de fosfolipideos.!* A lecitina de soja contém, além da
FC, outros fosfolipideos importantes, como a fosfatidiletanolamina
e o fosfatidilinositol, porém para determinadas aplicagdes esses pro-
dutos requerem graus de pureza especificos. Com esta preocupagao,
uma grande variedade de métodos de purificag@o da lecitina de soja
foram desenvolvidos nas tltimas décadas, originando muitas patentes
e publicagdes.!*?

Apesar da extensa literatura para processos de purificagdo, poucos
trabalhos abordam a caracterizag@o da FC através da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN). Surpreendentemente, apenas
alguns trabalhos sdo encontrados, os quais descrevem o uso de RMN
de 3'P para a identificagdo de fosfolipideos presentes nas membranas
do cérebro humano e em anémonas do mar.>**

O objetivo deste trabalho € apresentar uma metodologia para a
avaliagdo do grau de pureza da FC da lecitina de soja, empregando a
espectroscopia de RMN de 'H e de *'P. Dois métodos de purificagido
foram empregados. O primeiro, um processo de extra¢do, foi em-
pregado para eliminar os dcidos graxos da lecitina de soja bruta.?*?’
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O outro foi baseado no isolamento da FC através de cromatografia
em coluna (CC).'*?” Ambos os processos sdo de custo satisfatorio e
possiveis de serem procedidos em escala laboratorial e industrial.
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Figura 1. Estrutura molecular da fosfatidilcolina (FC). R representa longa
cadeia hidrocarbonada que pode conter insaturacoes

PARTE EXPERIMENTAL

Amostras de lecitina de soja bruta e FC de alta pureza foram
gentilmente fornecidas pela inddstria Solae do Brasil S. A. Para a
execucdo dos experimentos as amostras foram abertas e mantidas
sob atmosfera de argdnio e temperatura de -14 °C.

Purificacio da lecitina de soja bruta por extracio

A lecitina de soja bruta (10 g) foi dissolvida em 50 mL de acetato
de etila (Merck®). Em seguida, lentamente e sob agita¢do, foram
adicionados 2 mL de dgua destilada, ocorrendo a formacao de duas
fases. O sobrenadante foi separado da fase inferior e descartado. A
fase inferior, com aspecto de gel, foi dispersa em 30 mL de acetona
(Nuclear® ), formando aglomerados que foram triturados utilizando-se
um bastao de vidro. A seguir, a acetona foi separada por decantagio
e uma nova por¢do de 30 mL de acetona foi adicionada, repetindo-
se o processo de trituracdo. O precipitado foi filtrado sob vacuo e
seco em dessecador, fornecendo uma massa de 6,3 g. A amostra foi
designada FC-1.

Purificacio da lecitina de soja bruta por coluna cromatografica
Uma massa de 70 g de silica gel (Macherey-Nagel® 70-230 mesh)

foi compactada com uma mistura de cloroférmio (Merck®), metanol
(Synth®) e dgua (MilliQ®) (6,5:2,5:0,4)!%” em uma coluna croma-
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togréfica de 65 cm de altura e 2,6 cm de didmetro dotada de filtro
de vidro sinterizado. A lecitina de soja bruta (7 g) foi dissolvida em
cloroférmio e eluida com cloroférmio, metanol e dgua (6,5:2,5:0,4).
As fragdes contendo a FC purificada, analisadas através de cromato-
grafia em camada delgada, empregando-se o mesmo eluente, foram
misturadas em baldo de vidro. Sob agitagdo, adicionou-se sulfato
de cdlcio anidro (Merck®) para secagem da solug¢do. Em seguida
a mistura foi filtrada e os solventes foram evaporados sob pressdo
reduzida. A FC formou um filme fino na superficie interna do baldo
fornecendo uma massa de 0,98 g, correspondendo a um rendimento
de 14%. A amostra foi designada FC-2.

Todos os procedimentos de purificagdo foram monitorados por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando-se 0 mesmo
eluente da CC e placas de silica gel 60 F,., (Merck®). As placas
foram reveladas em atmosfera saturada de iodo. A FC de alta pureza
fornecida pela industria serviu como padrdo de comparagdo, sendo
designada FC-padrao.

Analise por espectroscopia de RMIN

Para a obtengdo dos espectros de RMN, amostras de lecitina de
soja bruta, FC-padrao, FC-1 e FC-2 foram dissolvidas em cloroférmio
deuterado (Aldrich®). As amostras FC-1 e FC-2 foram preparadas no
mesmo dia das analises de RMN.

Espectros de RMN de 'H e de *'P foram obtidos em equipamento
Inova-300 (Varian 300 MHz) dissolvendo-se 40 mg de cada amostra
em | mL de CDCI,. Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como re-
feréncia interna para 'H e trifenilfosfato como padrdo externo para
3IP. As amostras foram analisadas em triplicata a 20 °C. Nas andlises
de RMN de 'H utilizou-se um pulso de 6,85 us correspondendo a
um angulo de 45°, com um tempo de espera entre a aquisicio dos
FIDs de 1,359 s, tempo de aquisicdo de 3,641 s, largura espectral
de 4499,4 Hz. Foram efetuadas 128 repeti¢des em 10 min e 41 s.
Jd para as andlises de RMN de *'P, os espectros foram observados a
121,42 MHz, o pulso utilizado foi de 16,0 us a 45° com um tempo
de aquisigdo de 1,600 s, largura espectral de 15000,9 Hz com 128
repeticdes em 3 min e 25 s.

O pico correspondente aos hidrogénios das metilas da porcdo
colina foi usado para o célculo de relagdo de pureza das amostras,
pela comparacio das razdes de integragao dos sinais dos hidrogénios
metilénicos da porcdo alifdtica (1,3 e 1,6 ppm, identificados como
1 e 2, englobando-se as faixas de 1,170 a 1,450 ppm e de 1,451 a
1,780 ppm, respectivamente) dividida pela integracdo do sinal dos
hidrogénios metilénicos da colina (3,3 ppm, identificado como 3,
englobando-se a faixa de 3,180 a 3,410 ppm) como esquematizado
na Equacdo 1:

142 = razdo de integracdo (1)
3

Os valores dos tempos de relaxag@o (T1) obtidos para os hidrogé-
nios empregados nas médias foram iguais ou menores que 0,85 s.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 representa a placa de CCD obtida pela elui¢do das
amostras. A CCD da lecitina de soja bruta (Figura 2a) indica a pre-
sen¢a de pelo menos oito componentes diferentes. O processo de
extragdo da lecitina de soja bruta permitiu a eliminacio de dcidos
graxos (Figura 2b), fornecendo assim uma lecitina com maior teor
de fosfolipideos em comparag@o com a lecitina bruta.

A massa de 0,98 g obtida na purificacdo da FC por CC corres-
ponde a um rendimento de 14% (m/m), de acordo com o teor de FC
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Figura 2. Representagdo para CCD de lecitina de soja bruta (a), FC-1 (b),
FC-2 (c), FC-padrado (d) e FC-2 apos 7 dias de armazenagem (e). Rf=0,21
para a mancha maior correspondente a fosfatidilcolina

normalmente presente na lecitina de soja bruta (10 a 20%).%* O
acompanhamento da CC pela CCD permitiu o monitoramento dos
processos de purificacdo. A Figura 2c representa a placa obtida apds
apurificagdo através da CC produzindo-se a amostra FC-2, conforme
resultados anteriormente descritos na literatura.'*'3% A Figura 2d
representa a elui¢do de FC-padrdo, a qual apresentou indicios de
degradacdo. A Figura 2e representa a placa de CCD da amostra pu-
rificada em nosso laboratério (FC-2), que foi mantida em solugdo de
cloroférmio, sob atmosfera de argdnio, ao abrigo da luz e temperatura
baixa (-14 °C), 7 dias ap6s a purificagdo.

Além da CCD, as amostras foram caracterizadas por RMN de 'H.
A Figura 3 apresenta os espectros obtidos para as amostras de FC-1,
FC-2 e FC-padrdo. Os picos em torno de 3,3 ppm (sinal 3, Figura
3b) correspondem aos hidrogénios das metilas da por¢ao colina. Os
picos entre 1,3 e 1,6 ppm (sinais 1 e 2, Figura 3b) correspondem as
metilenas das cadeias de 4cidos graxos, esterificadas com o glicerol.
A relacdio entre as integragdes desses sinais 1+2 e 3 (Equagdo 1)
forneceu as razdes de integragdo descritas na Tabela 1.

Os resultados da Tabela 1 mostram que ocorre uma diminuigdo da
razdo de integragdo em func¢do do aumento da concentragéo de FC nas
amostras, ou seja, o aumento da sua pureza. Os valores encontrados
indicam que a lecitina de soja obtida por extracdo apresentou um grau de
pureza de FC superior ao da lecitina de soja bruta e a FC-2 apresentou
um grau de pureza superior ao da FC-padrao. Além disso, comparando
os espectros da Figura 3, € possivel observar que o pico em torno de
3,3 ppm sofre uma sensivel redugéo na amostra FC-1 (a), enquanto que
para a FC-padrdo (c) um pico em torno de 3,9 ppm aparece com uma
intensidade alta em relagéio aos outros dois espectros.

Com o objetivo de verificar a influéncia do grau de hidratagdo nos
resultados, procedeu-se a um experimento de hidratagdo da amostra
FC-padrao, adicionando-se quantidades crescentes de dgua até 8% em
massa. Foram obtidos os espectros de RMN de 'H para as amostras
em triplicatas independentes nas mesmas condigdes. Os resultados
obtidos para o cdlculo da relacdo de pureza foram submetidos ao
cdlculo estatistico pelo método ANOVA (SigmaStat for Windows
version 3.5) para avaliagdo da significancia da variagdo do resultado
entre as amostras de diferentes graus de hidratag@o e em relagao a
amostra ndo hidratada. O resultado mostrou que ndo houve diferenca
significativa para um nivel de significincia de alfa = 0,05, pois P =
0,099, ou seja, P> 0,05.

Com o objetivo de verificar a presenca de lisofosfatidilcolina nas
amostras FC-2 e FC-padrio, os espectros de RMN de *'P (Figuras 4a e
4b) foram obtidos. Os espectros mostram a presenca do grupo fosfato
da FC naregido de -0,9 ppm, em concordancia com espectros da lite-
ratura obtidos nas mesmas condigdes.>** O pico com deslocamento
quimico de -0,2 ppm observado na amostra FC-padrdo corresponde
ao grupo fosfato da lisofosfatidilcolina, segundo a literatura,??
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Figura 3. Espectros de RMN de 'H (CDCl,, 300 MHz, ppm, padrao interno
TMS) com as respectivas expansoes das regioes de integragdo (3,180 a 3,410
ppm, acima e 1,170 a 1,450 ppm e 1,451 a 1,780 ppm, abaixo) da FC-1 (a),
FC-2 (b) e FC-padrao (c)

Tabela 1. Relagdo de pureza obtida por RMN de 'H

Amostra Razdo de integragdo
Lecitina de soja bruta* 19,68 + 1,37
FC-1 10,70 £ 0,61
FC-padrao* 4,42 +0,11
FC-2 2,99 + 0,25

*Solae do Brasil S.A.

indicando que este € o primeiro produto de degradagdo. Na Figura
4a verifica-se que a amostra FC-2 ndo apresenta pico em -0,2 ppm,
podendo-se concluir que a purificac@o através de CC foi obtida com
sucesso e que a razao igual a 2,99 + 0,25 (RMN de 'H) corresponde
a FC de alta pureza (superior a 95%).

CONCLUSOES

Os processos de purificacdo empregados neste trabalho propicia-
ram a obtencdo de fosfatidilcolina de baixa e alta pureza para poder-se
avaliar o método de RMN de 'H proposto. A andlise das razdes de
integragdo mostrou-se adequada para a avaliacao da relagio de pureza
das amostras de lecitina e de fosfatidilcolina. A razdo de integracio
igual a 2,99 + 0,25, calculada a partir dos dados de RMN de 'H para
a amostra purificada (FC-2), corresponde a um produto de pureza
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Figura 4. Espectros de RMN de*'P (CDCl,, 121,42 MHz, ppm, padrdo externo
trifenilfosfato) de FC-2 (a) e FC-padrao (b)

superior ao da amostra padrio (FC-padrdo) fornecida pela industria,
cuja razdo foi de 4,42 + 0,11. A andlise por RMN de *'P confirmou
que a amostra purificada (FC-2) era composta por fosfatidilcolina de
grau de pureza maior do que a amostra padrao pela presenga de um
dnico pico em torno de —0,9 ppm, enquanto que a amostra padrdo
apresentou um sinal em torno de —0,2 ppm.
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