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RESUMEN

Propiedades fisicoquimicas de mezclas grasas de cupuassu (Theobroma

grandiflorum) y cacao (Theobroma cacao)

En 2015, la Food and Drug Administration establecié que las grasas trans ya no se
podrian emplear en alimentos, por lo que la tendencia mundial es reducir el empleo de
las mismas. Por otro lado la grasa de cacao es cara y la oferta cambia con las
condiciones climaticas. El cupuassu (Theobroma grandiflorum), es una planta oriunda
de Brasil y de la familia del cacao (Theobroma cacao), cuyas semillas contienen entre
50 y 63% de grasa. Las grasas originales y las mezclas con 10/90%, 20/80% y 30/70%
de grasa de cupuassu y manteca de cacao, respectivamente, se evaluaron por
composicion en acidos grasos y triacilglicéridos, comportamiento de cristalizacién,
polimorfismo y microestructura usando cromatografia gaseosa (CG), cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC), calorimetria diferencial de barrido (DSC), resonancia
magnética nuclear (RMN) y microscopia de luz polarizada (PLM). Los parametros de
proceso evaluados fueron la temperatura de cristalizacion y la velocidad de enfriamiento.
Se analiz6 también el efecto del agregado de un modificador de cristalizacién, el éster
de sacarosa S-170. Los resultados mostraron diferencias significativas en las
composiciones acidica y gliceridica de las mezclas con respecto a las grasas puras. Sin
embargo, el diagrama de iso-s6lidos mostrd gran compatibilidad entre las grasas puras.
Por otro lado, los resultados de SFC en funcién del tiempo mostraron que la grasa de
cupuassu presenta un mecanismo de cristalizacion diferente al de la manteca de cacao.
En las proporciones estudiadas, el comportamiento de cristalizacion de las mezclas
resultd ser mas parecido al de la manteca de cacao pura. El agregado de S-170 aceler6
la cinética de cristalizacién en todas las muestras en las que tuvo efecto. Los resultados
de DSC y MLP permitieron ideny ifidegigtencialdas f or ma
| a f or ma poihdicanque festas mezdias pueden usarse como CBEX en
productos de chocolateria; mientras que la existencia de la forma b indica que son
adecuadas para la fabricacion de tortas y productos panificados. Las mezclas son
ademas buenas alternativas para sustituir la grasa parcialmente hidrogenada en estos
productos alimenticios, no sélo por la presencia de estas formas polimorficas estables,

sino también por la ausencia de enlaces trans en la grasa de cupuassu.



ABSTRACT

Physicochemical properties of mixtures of cupuassu (Theobroma
grandiflorum) and cocoa (Theobroma cacao)

In 2015, the Food and Drug Administration established that trans fats could no longer be
used in food, so the world trend is to reduce the use of them. On the other hand, cocoa
fat is expensive and the offer changes with the weather conditions. The cupuassu
(Theobroma grandiflorum), is a plant native to Brazil and family of the cacao (Theobroma
cacao). Its seeds contain between 50 and 63% of fat. The original fats and the mixtures
with 10/90%, 20/80% and 30/70% of cupuassu fat and cocoa butter, respectively, were
evaluated by composition in fatty acids and triacylglycerides, crystallization behavior,
polymorphism and microstructure using gas chromatography (GC), high performance
liquid chromatography (HPLC), differential scanning calorimetry (DSC), nuclear
magnetic resonance (NMR) and polarized light microscopy (PLM). The process
parameters evaluated were the crystallization temperature and the cooling rate. The
effect of the addition of a crystallization modifier, the sucrose ester S-170, was also
analyzed. The results showed significant differences in the acidic and glyceride
compositions of the mixtures with respect to the pure fats. However, the iso-solids
diagram showed great compatibility between pure fats. On the other hand, the results of
SFC as a function of time showed that cupuassu fat has a different crystallization
mechanism from cocoa butter. In the proportions studied, the crystallization behavior of
the mixtures proved to be more similar to that of pure cocoa butter. The addition of S-
170 accelerated crystallization kinetics in all samples in which it had an effect. The results
ofDSCandPLMal | owed to identify'iamae. Theplesemeof phi c f o1
the b, polymorphic form indicates that these mixtures can be used as CBEX in chocolate
products; while the presence of the b'; form indicates that they are suitable for the
manufacture of cakes and baked goods. The mixtures are also good alternatives to
replace partially hydrogenated fat in these food products, not only by the presence of
these stable polymorphic forms, but also by the absence of trans bonds in the cupuassu
fat.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aceites y grasas

Las grasas y aceites naturales son una mezcla de compuestos, principalmente
de triacilglicéridos (TAGS), asi también como de otros componentes minoritarios tales
como los diacilgliceroles (DAGs), monoacilgliceroles (MAGs), &cidos grasos libres,
fosfolipidos, glicolipidos y esteroles, que se encuentran solubilizados en la matriz de
TAGs. Los TAGs se encuentran en una concentracion de 98% en peso en las grasas y
aceites, y se denomighauoc ®t a chb s ®.da difdrendiaiatreé
las grasas y los aceites radica en su punto de fusion o en su fluidez o consistencia a
temperatura ambiente. Mientras las grasas tienen apariencia sélida a temperatura
ambiente, los aceites son liquidos (O'brien, 2004; Lannes & Ignacio, 2013; Domingues
et al., 2015; Scrimgeour, 2005). El estado fisico (sélido o liquido) de las grasas y los
aceites depende de la composicién en TAGs (cuales y en qué porcentaje) y de las
interacciones entre estas moléculas. Los aceites y grasas que tienen alta concentracion
de acidos grasos saturados, como los aceites de palma y de coco, son semisélidos
mientras que los aceites ricos en acidos oleico y linoleico, como los aceites de girasol y
de soja, son liquidos. Las principales razones para usar grasas en lugar de aceites en
la industria de alimentos es la estabilidad oxidativa y la necesidad de que los TAGs
formen una red tridimensional que sea capaz de retener aceite liquido como en el caso

de productos untables o aire como en el caso de productos aireados como bizcochuelos.

Las materias grasas se pueden clasificar en base a su origen, animal o vegetal.
Las principales fuentes de aceites y grasas de importancia econémica de origen animal
son los animales marinos y el tejido adiposo de bovinos y porcinos, y las principales
fuentes de origen vegetal son las semillas y frutas tales como soja, girasol, palma,

palmiste, canola, colza, algodén, mani, oliva, coco y cacao (Azevedo, 2001).

glicerol



Los aceites y grasas son importantes en la industria en general. En la industria
farmacéutica, se utilizan en forma de tabletas, capsulas, cremas, lociones o supositorios,
y son usados como transportadores, lubricantes, solventes, emulsificantes y emolientes,
ayudando al principio activo a cumplir su papel; mientras que en la industria cosmética,
los aceites y grasas desempefian importantes papeles funcionales en la formulacion y
desempefo de los cosméticos actuando ademas como emolientes, solubilizadores,

ligantes, modificadores de viscosidad y agentes de dilatacion (Azevedo, 2001).

En la industria alimentaria, las grasas y aceites se utilizan como ingredientes de
una diversidad de productos tales como helados, panes, tortas, galletas, fideos,
chocolates, salchichas, quesos, margarinas, 0 como insumaos en conservas, frituras, etc.
(Azevedo, 2001). El amplio uso en formulaciones alimentarias se debe a que estas
materias grasas presentan propiedades que influyen en las caracteristicas funcionales
y organolépticas de los alimentos, confiriéndoles gusto, color, aroma, textura,
consistencia, apariencia y punto de fusion. Ademas sirven de vehiculos para la
liberacion del sabor de alimentos, ayudan a la transferencia de calor durante la fritura,
favorecen la aireacion de las masas y promueven la sensacion de saciedad después de

la ingestion (Azevedo, 2001; Gilabert-Escriva, 2002).

Los aceites y grasas también juegan un rol importante en la nutricion de los seres
humanos debido a que actian como fuente de energia, aportando alrededor de 9 Kcal/g
y a que son fuentes de acidos grasos esenciales y disuelven vitaminas liposolubles en

los alimentos necesarias para una buena salud.

1.1.1. Propiedades de las grasas y los aceites

El conocimiento de las propiedades de los aceites y grasas, tales como
composicion, contenido de grasa solida, cinética de cristalizacion, polimorfismo y
microestructura es fundamental para determinar su posible aplicacion dentro de la

industria. En la industria de los alimentos, esta informacion nos ayuda a determinar si la
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materia grasa presenta las propiedades adecuadas para emplearse en productos de

chocolateria, productos de panaderia, o shortenings, entre otros.

1.1.1.1. Composicién en acidos grasos

1.1.1.1.1. Caracteristicas de los acidos grasos

Los TAGs son moléculas compuestas por acidos grasos esterificados a una
molécula de glicerol. Los atomos de carbono que forman parte de la molécula de glicerol
se enumeran del 1 al 3 (sn-1, sn-2 y sn-3). En la posicion sn-1y sn-3 los &cidos grasos
son mas intercambiables. Algunos acidos grasos, sin embargo, tienden a tener mayor
afinidad por la posicion sn-2. Estos acidos grasos ubicados en la posicion intermedia
son importantes desde el punto de vista nutricional y funcional ya que las lipasas del

aparato digestivo atacan preferencialmente la misma (Lipp & Anklam, 1998).

La estructura basica de un acido graso consiste en una cadena hidrocarbonada
hidrofébica con un grupo polar (grupo carboxilo) en uno de los extremos. Esta cadena
puede poseer distintas longitudes y grados de insaturacion (Scrimgeour, 2005; Lannes
& Ignacio, 2013). La longitud de la cadena carbonada de los &cidos grasos naturales
varia entre 4 y 22 4tomos de carbono, siendo los méas comunes los de 18 atomos de
carbono. Los 4cidos grasos con largos de cadena entre 4 y 8 se consideran de cadena
corta y entre 10 y 14 de cadena mediana. Por encima de estos largos se consideran de

cadena larga (Tabla 1.1; Scrimgeour, 2005; Lannes & Ignacio, 2013).

En cuanto al grado de insaturacion, los acidos grasos se clasifican en saturados
(sin dobles enlaces), monoinsaturados (un doble enlace), y poliinsaturados (dos o0 méas
dobles enlaces), pudiendo tener, como maximo, tres dobles enlaces. Los acidos grasos
con un doble enlace pueden tener la configuracion cis o trans, dependiendo de la

posicion relativa de los grupos frente al doble enlace. La mayoria de los acidos grasos



insaturados presentes en la naturaleza, con algunas excepciones, tienen los dobles

enlaces en configuracion cis (Kodali, 2005).

Los acidos grasos tienen nombres sisteméticos y nombres cortos, siendo los
segundos los mas utilizados. Dos numeros separados por dos puntos dan,
respectivamente, la longitud de cadena y el numero de dobles enlaces. Por ejemplo
C18:1 significa que el &cido graso tiene 18 carbonos y un doble enlace. Se trata
entonces del acido oleico. La posicién de los dobles enlaces se puede indicar de varias
maneras: explicitamente definiendo la posicién y configuracién o ubicando los dobles
enlaces relativos al extremo metilo o carboxilo de la cadena. La posicién del doble
enlace relativa al extremo metilo se muestra como n-x o wx, donde x es el numero de
carbonos a partir del extremo metilo. La posicion de los dobles enlaces a partir del
extremo carboxilo es designado como Dx. Sin embargo, el sistema n es actualmente
preferido aunque ambos se usan ampliamente (Scrimgeour, 2005; Lannes & Ignacio,
2013; Ruscheinsky, 2005). Los nombres comunes y las abreviaturas de los nombres

sistematicos se muestran en la Tabla 1.1.

Se conocen mas de 1000 acidos grasos con diferentes longitudes de cadena,
posicién, configuraciones y tipos de insaturacion, y un rango de sustituyentes
adicionales a lo largo de la cadena alifatica. Sin embargo, solo cerca de 20 acidos grasos
ocurren ampliamente en la naturaleza (Tabla 1.1). La mayoria de las grasas y aceites
naturales (animales y vegetales) contiene acidos grasos de longitud entre C12 y C22,
siendo C18 el predominante en aceites vegetales. De éstos, los acidos palmitico, oleico
y linoleico componen aproximadamente el 80% de las grasas y aceites vegetales. Los
acidos grasos saturados con mayor incidencia son los acidos ladrico (C-12:0), miristico
(C-14:0), palmitico (C-16:0), estearico (C-18:0), araquidico (C-20:0), behénico (C-22:0)
y lignocérico (C-24:0). Los acidos grasos monoinsaturados mas importantes son oleico
(C-18:1) y erucico (C-22:1). Los &cidos grasos poliinsaturados esenciales son linoleico

(C-18:2) y linolénico (C-18:3), (Lannes & Ignéacio, 2013).



Tabla 1.1. Acidos grasos naturales y su nomenclatura

Acido graso Nombre Férmula Longitud de Fuentes significativas
comun cadena

4:0 Butirico CH3(CH2).CO2-H Corta grasas lacteas, manteca
6:0 Caproéico CH3(CH2)4COzH Corta coco, almendra de palma
8:0 Caprilico CH3(CH2)sCO2H Corta/media coco, almendra de palma
10:0 Caprico CH3(CH2)sCOzH Media coco, almendra de palma
12:0 Laurico CH3(CH2)10CO2H Media coco, almendra de palma
14:0 Miristico CH3(CH2)1.CO2H Media coco, almendra de palma
16:0 Palmitico CH3(CH2)14CO2H semillas de algodon, palma
18:0 Estearico CH3(CH2)16CO2H manteca de cacao, sebo
18:1 9c Oleico CH3(CH2).CO2H semillas de algodon, oliva, palma, canola
18:2 9cl2c Linoleico CH3(CH2).COzH maiz, sésamo, soja, girasol
18:39cl2cl5c UHinolénico  CH3CH2(CH=CHCH,)3(CH,)sCO2H linaza
20:0 Araquidico CH3(CH2)1sCO2H Larga Aceite de mani
22:113c Erucico CH3(CH2);CH=CH(CH2)11.CO-H Larga canola de alto erucico
20:55c8cllcl4cl7c EPA* CH3CH3(CH=CHCH_)s(CH),CO2H Larga grasas de pescados y animales
‘21;60 10c13¢16619¢ DHA* CH3CH3(CH=CHCH;)sCH>CO2H Larga grasas de pescados y animales

(*)Abreviaturas para los nombres sistematicos: 4cidos eicosapentanoico y acido docosahexanoico

Fuente: Scrimgeour, 2005; Ruscheinsky, 2005



1.1.1.1.2. Grasas trans

Los acidos grasos trans de produccién industrial, conocidos generalmente como

Agr afaas , han sido definidos por | aCod€xo mi

Alimentarius c omo fi8§ci dos ¢ rsaseocsntienen sire to wariasdealaces
dobles aislados (no conjugados) en una configuracién transo(Ministerio de Salud, 2014).
Los &cidos grasos trans de origen natural no se consideran trans para la legislacion

aungue lo sean desde el punto de vista quimico.

Las grasas trans de origen industrial son acidos grasos que se forman durante
el proceso de hidrogenacion parcial de aceites vegetales, principalmente aceite de
palma. En este proceso, que se lleva a cabo por medio de catdlisis metalica y empleando
hidrogeno a alta presién y a gran temperatura, gran parte de los dobles enlaces del
isémero cis que es el natural son transformados en trans, aportando no menos de 15%
de isGmeros trans, tales como el acido elaidico, al hidrogenado obtenido (Gilabert-

Escriva, 2002; ANMAT, 2014; Ministerio de Salud, 2014).

Por mucho tiempo este proceso de modificacién de grasas fue el mas usado en
la industria de los aceites y grasas debido a que permitia obtener una grasa semisélida
con caracteristicas diferentes a las de la grasa original, tales como mejor textura, mayor
plasticidad y maleabilidad, mayor punto de fusién, mayor tiempo de conservacion y
mayor estabilidad durante la fritura, caracteristicas muy requeridas en una variedad de
productos alimenticios tales como margarinas, aceites para freir y muchos alimentos
procesados como por ejemplo algunos productos panificados (como hojaldre),
amasados de pasteleria, copetin, galletitas, alfajores y productos con bafio o cobertura
de chocolate, entre otros (Gilabert-Escriva, 2002; ANMAT, 2014; Ministerio de Salud,

2014).

Las grasas trans también pueden producirse durante la desodorizacién

(refinacion) de los aceites y durante la fritura, cuando el calentamiento se realiza a muy



altas temperaturas por tiempos prolongados empleando aceites poliinsaturados
(Ministerio de Salud, 2014). En este caso los porcentajes son mas bajos y usualmente
no superan el 2% con lo que la fuente que aporta la mayor cantidad de acidos grasos a

los alimentos es la hidrogenacién parcial de aceites vegetales.

Los acidos grasos vaccénico (18:1 11t) y ruménico (18:2 9tllc) se generan
Anatural mented en pequefas cantidades p
el estbmago de los rumiantes (por ejemplo, ganado bovino, ovino y caprino),
pudiéndoseles encontrar en productos lacteos. Sin embargo, esta forma de grasas trans
supone un minimo aporte (<0.5% del total de energia diaria), (Lannes & lgnacio, 2013;
Ministerio de Salud, 2014). El acido linoleico conjugado (CLA) no esta incluido en la
legislacion trans. Se considera que posee efectos benéficos para la salud y se
comercializa como suplemento dietario. Al igual que los acidos vaccénico y rumeénico se
encuentra en la grasa lactea. En muchos paises la legislacion aclara especificamente

que la grasa de leche no esta incluida en la legislacion trans.

La evidencia cientifica vincula el consumo de grasas trans de origen industrial
con alteraciones del metabolismo de lipidos en la sangre e inflamacion vascular, lo cual
incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares,
renales, de muerte subita de origen cardiaco y diabetes mellitus. Esto se debe a que
provocan un incremento en sangre del <co
exceso tiende a adherirse y a engrosar las paredes de las arterias y venas de todo el

organismo. A la vez, esto conlleva a la disminucion del colesterol HDL (conocido como

Afcol esterol buenood) , l o que provoca una

eliminar y reciclar el colesterol (ANMAT, 2014). Estudios cientificos de la Organizacion
Mundial de la Salud han revelado que la ingesta diaria de 5 gramos de grasas trans es
suficiente para aumentar en un 25% el riesgo de enfermedades cardiovasculares. La

hipertension arterial, el colesterol elevado, junto con otros factores de riesgo determinan

a
esterol
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que en Argentina las enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares representen

el 32% de las causas de muerte (Rothlisberger, et al., 2011; Ministerio de Salud, 2014)

Araiz de las nuevas evidencias, en enero de 2003 la FDA (de las siglas en inglés:
US Food and Drug Administration) publicé una normativa que hizo obligatorio declarar
el contenido de grasas trans como un item separado en las etiquetas de los alimentos
enl a secci-n fACaracter2sticas Nutricion
partir del 1 de agosto de 2006; sin embargo no establecié un porcentaje de valor diario
(%VD). Este cambio en el etiquetado de los alimentos aceler6 la reformulacion de los

productos (ANMAT, 2014).

Sumado a estos acontecimientos, otras organizaciones como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), el
Consejo de Nutricion Danés y la Asociacion Americana del Corazén recomendaron que
el consumo de acidos grasos trans debia ser menor del 1% del total de las calorias
consumidas. En un nuevo informe la OMS recomendoé eliminar el consumo de grasas
trans industriales o limitarlo tanto como sea posible (OPS, 2008; ANMAT, 2014;

Ministerio de Salud, 2014).

Ya en ese entonces, algunos paises como Dinamarca, Noruega, Canada,
Estados Unidos y el Mercado Comun del Sur (MERCOSUR) en América legislaron para
disminuir o eliminar el contenido de grasas trans en sus alimentos. Sin embargo, a pesar
de las recomendaciones y de las evidencias de sus efectos en la salud muchos paises
aun no han hecho nada al respecto en cuanto a regulacién, permaneciendo cantidades
significativas de acidos grasos trans en los alimentos y por ende en las dietas de sus

poblaciones (Ballesteros-Vasquez et al., 2012).

En noviembre de 2013, la FDA anunci6 su decision preliminar de clasificar a los
aceites parcialmente hidrogenados, la principal fuente de grasas trans artificiales, como

NO GRAS ( d geherallymegdgrized afisafe0) para el wuso en

al i
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a los productores de alimentos un plazo de 60 dias para buscar nuevas alternativas para
reemplazar las grasas trans en sus formulaciones. En junio de 2015 la FDA, oficialmente
concluyé que los aceites parcialmente hidrogenados no son considerados como seguros
para el consumo humano por lo que no pertenecen mas a la categoria GRAS. La FDA
les dio a las compaiiias tres afios para reemplazar los ingredientes que tuvieran grasas
trans o tramitar los permisos correspondientes para poder utilizarlos (Schrimpf &

Wilkening, 2005; Durén, et al., 2017). Este plazo se extendi6 luego por un afio mas.

En el 2010 Argentina se convirtié en el primer pais de Latinoamérica en modificar
su legislacion. Este cambio en el Codigo Alimentario Argentino (CAA) limit6é el uso de
grasas trans en los alimentos, estableciendo que el contenido de &cidos grasos trans en
los alimentos no debia ser mayor al 2% del total de grasas en aceites vegetales y
margarinas destinadas al consumo directo y al 5% en el resto de los alimentos,
otorgandoles a los productores un tiempo de adecuacién de hasta 2 afios para aceites
vegetales y margarinas y de 4 afios para los demas alimentos. Estos limites no se
aplicaban a las grasas provenientes de rumiantes, incluyendo la grasa lactea (ANMAT;
Ministerio de Salud, 2014). En diciembre de 2014, gracias al trabajo en conjunto del
Ministerio de Salud de la Nacion y el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, hubo
una nueva reforma del CAA con respecto a este tema, en la cual se establecia la
limitacion de los acidos grasos trans en los alimentos (ANMAT, 2014; Ministerio de

Salud, 2014).

La finalizacién del plazo de la FDA para reemplazar las grasas trans en las
formulaciones de los alimentos industrializados y la toma de conciencia de las personas
acerca de la importancia de una alimentacién saludable obligaron a las industrias a
buscar otras materias grasas alternativas originadas con otros métodos de modificacién
de grasas para reemplazar el proceso de hidrogenacion. Dentro de estos métodos estan

la mezcla de materias grasas de diferentes origenes, el fraccionamiento o la



interesterificacion de grasas, métodos en los que no se generan 4cidos grasos trans

(Gilabert-Escriva, 2002; Schéafer de Martini Soares, et al., 2009).

1.1.1.2. Compaosicion en triacilglicéridos (TAGS)

En base a las caracteristicas quimicas de los acidos grasos, existe un amplio
rango de tipos de TAGs. Los TAGs se clasifican en TAGs monoacidos y TAGs é&cido-
mixtos. En los TAGs monoacidos los tres acidos grasos, unidos a los &tomos de carbono
de la molécula de glicerol, son del mismo tipo; mientras que en los TAGs acido-mixtos
al menos dos de los acidos grasos son diferentes. Los TAGs monoacidos pueden ser
saturados o insaturados y, en cada caso, el nimero de atomos de carbono en la cadena
de &cidos grasos (Nc) puede ser par o impar; en los &cidos grasos insaturados, la
conformacion del doble enlace puede ser cis o trans; y el nUmero de dobles enlaces, y

su posicién dentro de la cadena hidrocarbonada son variables.

Tabla 1.2. Nomenclatura de triacilglicéridos

Triacilglicerol
PLP/ PIiP 1,3-Di-palmito-2-linoleato
000 Trioleina
POO 1-Palmito-2,3-di-6leo
POP 1,3-Di-palmito-2-6leo
StOO 1-Estearo-2,3-di-6leo
POSt 1-Palmito-2-0leo-3-estearo
OOA 1,2-Di-oleo-3-araquido triacilglicerol
StOSt 1,3-Di-estearo-2-0leo triacilglicerol
PStSt 1-Palmito-2,3-di-estearo triacilglicerol
StOA 1-Estearo-2-6leo-3 araquido triacilglicerol
SUS 1,3-Di-saturado-2-insaturado triacilglicerol
SSS Triacilglicerol Tri-saturado
SuUuU 1-Saturado-2,3-di-insaturado triacilglicerol
Uuu Triacilglicerol Tri-insaturado

Fuente: Ruscheinsky, 2005
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En los TAGs acido-mixtos puede haber tres diferentes acidos grasos saturados
0 insaturados 0 ambos tipos juntos y los tres 4cidos grasos puedes estar conectados a
atomos de carbono de diferente nimero estereoespecifico (sn) (Tabla 1.2), (Scrimgeour,

2005; Talbot, 2014).

Las propiedades quimicas y fisicas de las grasas y aceites estan ampliamente
determinadas por la composicion en TAGs. La misma afecta la estructura, estabilidad,
flavor, aroma, calidad en el almacenamiento y caracteristicas sensoriales y visuales de

l os al i me n 24, Ddgqmdgubsret ak, 2015).

1.1.1.3. Cristalizacion de las grasas

La cristalizacién de las grasas tiene caracteristicas Unicas que la diferencian de
la cristalizacion de otros compuestos en los alimentos tales como agua, azucar, sal,
entre otros. Estas caracteristicas estan relacionadas con la composicion molecular
compleja de las grasas y con la interaccion entre las moléculas de triacilglicéridos (Metin

& Hartel, 2005).

En muchos productos ricos en grasas tales como mantequilla, margarinas y
chocolates es importante poder controlar la cristalizaciéon de los lipidos para obtener el
namero, tamafio, distribucién, polimorfismo, y dispersién de la fase cristalina
conveniente para cada producto ya que en base a estas caracteristicas se obtendran
los atributos sensoriales y de textura y las propiedades estructurales, reolégicas y
mecanicas de las redes cristalinas apropiadas para cada uno de estos alimentos, tales
como consistencia y plasticidad, sensacion de derretimiento en la boca, estabilidad fisica
con respecto a la formacion y establecimiento de cristales, exudacién de aceite y
coalescencia de particulas y emulsiones; y, apariencia visual, como el brillo de
chocolates y coberturas. Por lo tanto, el entendimiento del proceso de cristalizacion de
grasas es fundamental para que éstas cumplan eficientemente su papel en el producto

final, garantizando su calidad (Narine & Marangoni, 1999; Marangoni & McGauley, 2003;
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Metin & Hartel, 2005; Piska et al.,, 2006; Foubert et. al, 2007; Santos, et al., 2014;

Domingues et al., 2015).

Las grasas presentan una temperatura de fusion (Tm), por sobre la cual se
encuentran en estado liquido (fundida). En este estado, las moléculas de triacilglicéridos
se encuentran orientadas al azar y tienen alta movilidad. Cuando la grasa liquida es
enfriada hasta una temperatura por debajo de su punto de fusién (temperatura de
cristalizaciéon, T¢), las moléculas se ordenan hasta formar redes cristalinas altamente
organizadas en las que la movilidad molecular es reducida debido a las uniones fisicas
y quimicas entre las moléculas de TAGs. Este reordenamiento acarrea un cambio de
fase, es decir, ocasiona que la grasa pase del estado liquido al estado sélido, proceso

conocido como cristalizacion (Domingues et al., 2015).

A nivel molecular, una vez superada la barrera energética que representa la
energia de activacion de cristalizacion, las moléculas de TAGs se orientan y alinean
unas con otras en empaquetamientos laterales y apilamientos tridimensionales
caracteristicos y se agregan formando una lamela. Cada lamela esta formada por TAGs
organizados con un empaquetamiento lateral de las cadenas hidrocarbonadas y un
apilamiento tridimensional de las moléculas de los TAGs caracteristicas. Una cantidad
sucesiva de lamelas forman dominios, los que a su vez se apilan para formar cristalitos
individuales y de esta manera se forman pequefios nlcleos de cristales. En una etapa
posterior, estos cristalitos se agregan unos con otros para formar clusters que
posteriormente interactuardn con otros clusters para crear fléculos, los cuales,
finalmente, forman una red cristalina tridimensional (Fig.1.1). La etapa denominada
crecimiento de los cristales se prolonga hasta que el sistema alcanza el equilibrio

termodinadmico (Metin & Hartel, 2005).
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Figura 1.1. Representacion esquematica de los diferentes niveles estructurales en las

grasas cristalizadas (Metin & Hartel, 2005).

1.1.1.3.1. Contenido de grasa sélida (SFC)

Cuando una materia grasa cristaliza se necesita una temperatura menor a la de
su punto de fusion porque la cristalizacion, a diferencia de la fusion, no comienza en
forma espontanea al llegar a la temperatura buscada sino que es necesario superar una
barrera energética para la formacién del cristal y por ello se debe sobre-enfriar la
muestra. La diferencia entre la T¢ y el punto de fusion (Tm) de la muestra se define como
sobre-enfriamiento (DT=Twi T¢) 0 sobresaturacion del sistema. Una vez que se alcanza
el sobre-enfriamiento necesario para superar la energia de activacion ocurre la
formacion de la fase solida. En general el sobre-enfriamiento es la fuerza impulsora que
induce el proceso de cristalizacién en lipidos complejos encontrados en fuentes
naturales tales como la manteca de cacao, aceite de semilla de palma, aceite de palma,

grasa lactea, manteca de cerdo y sebo (Domingues et al., 2015).

La cristalizacién se divide en cuatro fases distintas. Inicialmente, la grasa fundida
debe alcanzar la zona de sobre-enfriamiento, antes mencionada, para inducir la
formacion de los cristales. Una vez que se alcanza la fuerza motriz que permite superar
la barrera energética de cristalizacion, ocurre la nucleacion y las moléculas en estado
liquido permanecen juntas para crear un nucleo estable. Posteriormente, ocurre el

crecimiento del cristal, durante el cual moléculas adicionales (o unidades de crecimiento)
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son incorporadas dentro de la red cristalina, disminuyendo la fuerza motriz de
sobresaturacion. Aunque limitado por la restriccion cinética, el crecimiento continua
hasta que el sistema alcanza el equilibrio, en el cual la fuerza motriz para la cristalizacién
se aproxima a cero y se obtiene un cristal con el volumen méximo de cristalizacion

(Hartel, 2013; Domingues et al., 2015).

El grado de cristalizacion de una grasa se mide con el parametro de contenido
de grasa solida (SFC). El SFC estad fuertemente relacionado con la textura y el
comportamiento mecénico de una grasa. De esta manera, cambios en el SFC de una
grasa evaluados hasta 25°C dan informacién acerca de atributos fisicos tales como la

dureza (Gilabert-Escriva, 2002; Himawan et al., 2006; Quast et al., 2011).

Sin embargo, las propiedades mecanicas de un producto hecho en base a una
materia grasa no solo dependen de la cantidad de grasa soélida presente en la red
cristalina, sino también de la organizacién de la estructura interna de esa red cristalina,
ademas del tamafio de los cristales y su morfologia. También depende del polimorfismo
de las grasas y de la microestructura del producto. Por lo que el SFC por si solo no
puede ser usado como el Unico indicador de resistencia mecéanica (Campos et al., 2002;

Brunello et al., 2003).

Tanto el SFC como el polimorfismo y la microestructura se ven influenciados
por las condiciones de proceso utilizadas durante la cristalizacion y pueden afectar las
propiedades mecénicas macroscoépicas y la calidad del producto final. Por esta razon es

importante el control de las condiciones de cristalizacion (Brunello et al., 2003).

1.1.1.3.2. Cinética de cristalizacion

La cinética de cristalizacion influye mucho en la estructura final de las grasas y
parece estar cercanamente relacionada con las propiedades reolégicas y plasticas ya

que de ella van a depender propiedades como el SFC.

14



El modelo de Avrami, desarrollado en 1940, es el mas utilizado en la literatura
para describir la cinética de cristalizacion (Lonchampt & Hartel, 2004; Ribeiro et al.,
2012; Campos, 2013; Talbot, 2014; Martini et al., 2015). Este modelo tiene en cuenta
que en el proceso de cristalizacion estan involucrados tanto el proceso de nucleacion
como el de crecimiento de los cristales y se basa en las suposiciones de que la
cristalizacién se lleva a cabo en condiciones isotérmicas, nucleacion espacial aleatoria
y cinética de crecimiento lineal en los que la velocidad de crecimiento de la nueva fase
depende sélo de la temperatura y no del tiempo. También se asume que la densidad de

los cuerpos en crecimiento es constante (Campos, 2013).

Los datos obtenidos a partir de las curvas de SFC en funcién del tiempo permiten
caracterizar la cinética de cristalizacion mediante el ajuste de estas curvas con la

Ecuacion de Avrami (ecuacién 1), (Narine et al., 2006; Domingues et al., 2015):

p Q [1]

Esta ecuacién nos proporciona el valor de parametros que dan informacion
acerca del tipo de crecimiento y de la estructura final de la red cristalina. Donde t, indica
el tiempo del proceso de cristalizacién; SFC (t), describe el contenido de grasa solida
(%) a un tiempo determinado; SFCmax, indica el contenido maximo de grasa sélida
alcanzado cuando el tiempo tiende a infinito o SFC en el equilibrio; k es la constante de
Avrami que representa la velocidad de cristalizacion (min™); y n es el exponente de
Avrami, o indice de cristalizacién y es adimensional (Narine et al., 2006; Domingues et

al., 2015).

La constante de velocidad de cristalizacion, k, refleja la velocidad del proceso de
cristalizacion y toma en consideracion tanto la velocidad de la nucleacién como la de
crecimiento de los cristales y es principalmente afectada por la temperatura de

cristalizacion siguiendo una dependencia tipo Arrhenius. Los valores mas grandes
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indican alta velocidad de cristalizacion (McGauley & Marangoni, 2002; Ribeiro et al.,

2012).

El exponente de Avrami, n, también denominado como indice de cristalizacion,
indica el mecanismo de nucleacion de los cristales teniendo en cuenta el tiempo del
proceso de nucleacion y el numero de dimensiones en el que se lleva a cabo el
crecimiento de los cristales. La nucleacion puede ser instantdnea o esporadica. En la
nucleacion instantdnea los nicleos aparecen todos a la vez al principio del proceso, lo
que es equivalente a sembrar nucleos de cristalizacion; mientras que en la nucleacion
esporadica, el numero de nucleos va aumentando linealmente con el tiempo (Padar et

al., 2008)

En cuanto al crecimiento de los cristales, éste puede ocurrir en una, dos o tres
dimensiones, formandose cristales en forma de agujas, bastones o fibras; discos o
platos; o esferulitas, respectivamente. El valor de n = 3 corresponde al crecimiento
esferulitico a partir de un ndcleo instantdneo o a un crecimiento en forma de disco a
partir de un nucleo esporadico, mientras que un valor de n = 2 denota crecimiento en
forma de agujas a partir de un nucleo esporadico o crecimiento en forma de disco a
partir de un ndcleo instantaneo. Aunque n debe corresponder a un nimero entero,
generalmente se obtienen nimeros decimales. Esta desviacidon esta principalmente
relacionada a la formacién de cristales con morfologia similar empezando con un tipo
de nucleacién diferente (esporadica o instantanea) (Marangoni, 2005; Ribeiro et al.,
2012). Ribeiro et al. (2012) citan a Marangoni (2005) y mencionan que las desviaciones
de los valores enteros de n pueden ser explicadas como un desarrollo simultaneo de
dos (0o més) tipos de cristales, a partir de diferentes tipos de nucleos (esporadicos o
instantaneos). Los posibles valores para el exponente de Avrami para diferentes tipos

de nucleacién y crecimiento de cristal se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Valores del exponente de Avrami (n) para diferentes tipos de nucleacién y

crecimiento de cristales.

Exponente  Dimensionalidad del crecimiento del cristal = Tipo de nucleacion
de Avrami

1+0 1 Forma de aguja, bastén o fibra Instantanea
1+1 ) Forma de aguja, bastén o fibra Esporadica
2+0 Forma de disco Instantanea
2+1 Forma de disco Esporadica
3+0 3 Forma de esfera Instantanea
3+1 4 Forma de esfera Esporadica

Fuente: Ribeiro, et al., 2012; Domingues et al., 2015

El tiempo medio de cristalizacion (ti2) representa el tiempo requerido para que
cristalice el 50% de conversién del material y es calculado usando la siguiente relacion,
derivada del modelo de Avrami y refleja las magnitudes de ky n de acuerdo a la ecuacion

2 (Himawan et al., 2006; Domingues et al., 2015):

0 — [2]

1.1.1.4. Polimorfismo

Durante la cristalizacién, los TAGs pueden adoptar mdultiples arreglos
moleculares y estructurales dentro de la red cristalina hasta formar cristales estables
que adquieren diferentes formas polimérficas, es decir que una misma materia grasa
puede tener la misma composicion quimica, pero adquirir diferentes arreglos y en
consecuencia, cristalizar en diferentes formas cristalinas dependiendo de las
condiciones del proceso. Este fendmeno se conoce como polimorfismo (Gilabert-

Escriva, 2002; Talbot, 2014).

Aunque hay numerosas moléculas que exhiben polimorfismo en la naturaleza,

principalmente las del campo farmacéutico, en la industria alimentaria, el polimorfismo
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se observa principalmente en lipidos aunque algunos poli-alcoholes derivados de

azUcares también presentan polimorfismo (Metin & Hartel, 2005).

Las tres formas polim-rficas m8s comunes de
prima (bod) y la beta (b). Sin embargo tambi G
polimérficas como la gamma (=) y sub-formas de las anteriormente mencionadas tales
comolabeta pridmabeéet d bpridgnabét 4 ppylabet a )1 (b
(Ruscheinsky, 2005). En el caso especial de la manteca de cacao, se suele usar la
nomenclatura propuesta por Wille y Lutton (1966), quienes denominaron a las formas
polimérficas del cacao con nimeros romanos: Forma | con temperaturas de fusién entre
(16-18°C), Forma Il (21-22°C), Forma Il (25.5°C), IV (27-29°C), Forma V (34-35°C) y VI

(36°C), (Talbot, 2009).

Una de las razones principales por las cuales las moléculas de TAGs pueden
adoptar las diferentes formas polimérficas es que los mismos pueden organizarse con
di ferentes estructuras. Pueden presentar config
de ti po MR)iHltipade arfedio fagmado por un TAG esta determinado por la
composicion y ubicacién de los acidos grasos en la molécula de glicerol. EI mismo tiene

gran importancia en el comportamiento de las mezclas de grasas (Metin & Hartel, 2005).

3 2
2 1 1 3
Silla Tenedor

Figura 1.2. Conformacion del grupo glicerol en cristales de triacilglicerol. Los circulos
blancos, negros y lineas en zig-zag representan los atomos de oxigeno, los atomos de
carbono del glicerol y las cadenas hidrocarbonadas, respectivamente (Sasaki et al.,
2012).
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Las moléculas de TAGs que componen una lamela o capa (Fig. 1.1) se pueden
organizar de distintas maneras. La lamela puede tener distintos espesores. De acuerdo
a los espaciamientos largos medidos por rayos X, esta estructura puede tener el espesor
de una doble capa, triple, etc., denominandose arreglos en doble (DCL), triple (TCL),
cuadruple (QCL) o séxtuple (HCL) cadena (Fig. 1.3). En cada una de estas lamelas hay
una celda unitaria que se repite a lo largo del eje longitudinal de la lamela. Este doble
nivel de estructura (celda unidad y espesor de lamela) estd muy influenciado por la
composicion en TAGs de la materia grasa. En grasas naturales esta organizacion puede

ser muy compleja (Metin & Hartel, 2005).

.
Tl [/%7/7’
B

DCL TCL QcL

1

Figura 1.3. Esquema de la organizacién de las moléculas de TAGs en una lamela

(Sasaki et al., 2012). La longitud de las cadenas es su espesor.

La celda unidad habitualmente llamada sub-celda se define como el modo de
empaquetamiento transversal de la cadena alifatica en zig-z a g . La forma polim-:
presenta una sub-c el d a hexagonal ( H); | a f eceldaa pol i m
ortorrémbica perpendicular (Oy) ; y | a f o roelda triblinicayaradela 6Ty).hos
TAGs mixtos presentan otras dos sub-celdas, ortorrombica p a r a,lyemoreclinzé
paralela My, que como sus nombres lo indican presentan las cadenas alifaticas en zig-
zag organizadas de forma paralela (Fig. 1.4) (Sato et al., 1999; Sato, 2001; Ruscheinsky,

2005; Talbot, 2014).
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La estructura de las sub-celdas se puede determinar con mayor claridad
mediante mediciones de los patrones de los espaciamientos cortos con la técnica de

Difraccion de Rayos X (XRD).

Figura 1.4. Sub-celdas. Se conocen diez tipos de sub-celdas en grasas y lipidos
cristalizados, dentro de las cuales predominan estas cinco (Sato & Yano, 1999).

En base a la composicion en TAGs de la materia grasa se podra obtener estos
diferentes arreglos moleculares y estructurales que, sumados a las diferentes
condiciones de proceso, daran las diferentes formas polimérficas de la materia grasa
bajo estudio. Cada una de estas formas polimoérficas difieren entre si en muchas
propiedades, siendo las mas evidentes su punto de fusion, estabilidad termodinamica y

densidad de empaquetamiento (Quast et al., 2011).

La forma cristalina =, t ambi ®n conocida como sub U, es
punto de fusi-n m8s bajo que |l a forma polim-rfi
poco establ e, poco densa y se transforma f§8cil

dependiendo de los tratamientos térmicos y la naturaleza quimica de la materia grasa;

tiene menor punto de fusi-n que | a forma bé vy
La forma b es de alta estabilidad, predgdenta el
de | as tres formas m8s comunes; mi entras que | ¢

punto de fusi-n y densidad intddnmemkdidaquent re | a:t
una forma polim-rfica va cambiando dembhabf or ma
la estructura del cristal se vuelve mas estable. La estabilidad termodindmica y el punto

de fusion de las formas polimorficas aumenta con las transiciones de la forma = a la
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forma b (Sato et al ., -Bs&i¢i92002;Faudcheinsky2 2061 ; Gil ab

Talbot, 2014).

Tabla 1.4. Principales propiedades fisicas de las tres formas polimérficas.

Forma Estabilidad Densidad Punto de fusion Morfologia
U Poco estable Baja Baja Tipo-amorfo
b o6 Metaestable Intermedia Intermedia Rectangular
b Mas estable Alta Alta Forma de aguja

Fuente: Talbot, 2014

La transformacion polimdrfica es un proceso irreversible de la forma menos
estable a la forma mas estable que depende de la temperatura y tiempo involucrados.
A pesar de que | a forma b es | a m8s estable, |:
lafoma U y b6 ya que estas poseen una menor barr
las grasas totalmente hidrogenadas y en los triacilglicéridos puros el empaguetamiento
en la forma U es f§&cil pero sin embargo tambi®
f or main fasar por formas mas inestables. Pero en grasas mas complejas la
cristalizaciéon en la forma b se produce siempre como transformacion polimérfica de otra
forma m8s inestabl e. Este fen-meno est8 relaci
tiene una alta energia libre de activacién para la nucleacién (Sato et al., 1999; Sato,

2001; Marangoni & McGauley, 2003; Piska et al., 2006).

Es importante mencionar que debido a que las grasas son mezclas complejas
de TAGs, a una temperatura dada, las diferentes formas polimoérficas y el aceite liquido

pueden coexistir (Sato, 2001; Domingues et al., 2015).

Entrelas grasas que tienden sepuedenmendoharz ar en |
los aceites de soja, mani, colza con bajo contenido de acido erucico (canola), maiz,

oliva, coco, a la manteca de cacao y a la manteca de cerdo. Por el contrario, los aceites
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de algodon y de palma, el aceite de colza con alto contenido de acido erucico (HEAR),

|l a grasa | 8ctea y el sebo, tienden anparoducir

periodos largos (Foubert et al., 2007).

1.1.1.5. Microestructuras y sus aplicaciones en los alimentos

Cuando se habla de microestructura o0 meso-escala de una red cristalina para

una grasa, nos referimos a un conjunto de estructuras con dimensionesent r e 0.

200 em ( Narine & SMatrala B0 Ribeiro, 2012;MBmingues et al.,

2015).

El concepto de microestructura incluye informacion con respecto al estado,
cantidad, forma, tamafo, y la relacién espacial y de interaccién entre todos los
componentes de la red cristalina y tiene enorme influencia sobre las propiedades

macroscopicas de las grasas (Shi et al., 2005; Domingues et al., 2015).

La mayoria de los TAGs cristaliza en forma de esferas, lo que implica que el

crecimiento cristalino ocurre radialmente. El cristal formado crece hasta dimensiones de

entre 1 aluegofermarggplamar ados (m8&8s grandes que

gobernado por transferencia de masa y calor. Como se mencion6 anteriormente, el
proceso de agregacion continGia hasta que se forma una red tridimensional continua a
partir de la combinacién de estas microestructuras, atrapadas en la fase liquida. El
ordenamiento de las moléculas en el estado cristalino también depende de factores tales
como velocidad de cristalizacion, temperatura de cristalizacion y velocidad de agitacion

(Tang & Marangoni, 2007; Domingues et al., 2015).

El crecimiento de los cristales puede ocurrir en una, dos o tres dimensiones,
produciéndose la formacion de cristales en forma de agujas, discos o esferulitas,
respectivamente, y estas formas pueden ser predichas a partir de los resultados

mostrados por el valor del exponente de Avrami (n). El empleo de grasas en los

22

m

100



productos alimenticios requiere que el promedio del diametro de los cristales sea menor
a 30 em para &evitar l a sensaci-n del998;renosi da
Domingues et al., 2015). Ribeiro (2012) reporté que para mezclas de grasas industriales
de manteca de cacao, el tamafo se encuentra alr
de cacao oriunda de Brasil, sin embrago, los diametros fueron considerablemente

mayor e s, entre 8.14 y 12.20 gm.

Las diferentes formas cristalinas proporcionan diferentes tipos de
empaquetamiento que influyen en las propiedades fisicas de las grasas.
Consecuentemente la morfologia de los cristales esta determinada por las condiciones
internas y externas presentes durante la cristalizacién, pudiéndose formar diferentes
cristales para cada forma polimérfica (Gilabert-Escriva, 2002). La f orma U ti ene
empaguetamiento laxo dado por la conformacién de las cadenas alifaticas
desordenadas y usual ment e se ve en forma de aguj as,
microestructura formada por particulas mindsculas y un empaquetamiento intermedio y
el pol i morfismo b tiene f or ma preskmstande €If er a s d

empaquetamiento mas denso (Sato, 2001).

Lafor ma bHbO6 no es total mente estable pero for
que proporcionan una superficie cristalina grande. Con estos tipos de cristales se logran
inmovilizar grandes cantidades de aceite liquido en la red cristalina, proveer buena
aireacion y buenas propiedades de cremosidad, por lo que se obtiene una grasa suave
que es de gran interés para la produccion de margarinas, productos de confiteria,
productos para hornear tales como tortas, productos de panificacion y shortenings

plasticos (Gilabert-Escriva, 2002; Talbot, 2014).

Cuando la manteca de cacao y los CBE (grasas alternativas a la manteca de
cacao)son <cristalizados adecuadaméma¥queeslaconsi gue
forma mas buscada en estas materias grasas. Este tipo de polimorfismo tiende a formar

cristales con forma alargada y tipo plato. Las propiedades de las redes cristalinas
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permitenqueposeamay or grado de compactaci-n que

otorga atributos sensoriales deseables como la posibilidad de producir ruido al partir un
chocolate (snap), brillo, textura, color marron parejo, estabilidad durante el
almacenamiento (fat bloom), entre otros (Metin & Hartel, 2005; Quast et al., 2011,

Ribeiro, 2012; Santos et al., 2014, Talbot, 2014; Domingues et al., 2015).

El control adecuado de la microestructura cristalina conlleva a obtener las
propiedades de textura y caracteristicas fisicas adecuadas en productos elaborados en
base a aceites y grasas, tales como margarinas, mantequillas, chocolates, shortenings
y productos grasos en general, ya que cada forma cristalina tiene propiedades Unicas

con respecto a la plasticidad, textura, solubilidad y aireacion.

1.1.1.5.1. Factores que influyen en el polimorfismo y en la microestructura

El arreglo de las moléculas en el estado cristalino estd determinado,
principalmente, por la velocidad de nucleacién, la cual es gobernada por factores
termodindmicos y cinéticos. De esta manera, la temperatura de cristalizacién (o grado
de sobre-enfriamiento), la velocidad de enfriamiento y el nivel de agitacion influyen en
los diferentes niveles estructurales de la red cristalina haciendo que las grasas adopten
| os di ferentes arregleel dwl dexlaagroaseldd
otor r - mbi c a) -celga tficliniqa)s édicionalmente, factores tales como la
homogeneidad de los TAGs, uso de aditivos, velocidad de enfriamiento, temperatura de
cristalizacion (o grado de sobre-enfriamiento) y grado de agitacion afecta el nimero y la
forma de los cristales que se crean y pueden influir tanto en el desarrollo de la
microestructura como en la textura final de las grasas (Marangoni & McGauley, 2003;
Metin & Hartel, 2005; Schenk & Peschar, 2004; Piska et al., 2006; Sasaki et al., 2012;

Domingues et al., 2015; Chiavaro et al., 2015; Gregersen et al., 2015).

Una red cristalina formada por cristales pequefios e interconectados da como

resultado un material con una sensacion y textura suaves en la boca, mientras que una
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red cristalina formada por cristales grandes proveen una textura gruesa y granulada

(Chiavaro et al., 2015).

1.1.1.5.1.1. Efecto de la composicién

La velocidad de transformaci- -n de | as f or ma
esta relacionada con el grado de homogeneidad de los largos de cadenas de los TAGs.
Grasas con baja variabilidad de TAGs se transfc
Las grasas que consisten en una distribucién de TAGs con diferentes largos de cadena
pueden presentar i ndeFRFarniodtarnme nitaed ol,a Ifao rfroar nfbad .p o
asociada con | os TAG asi m®tricos mientras que

alto indice de TAG simétricos (Gilabert-Escriva, 2002).

En materias grasas esta bien establecido que el tipo de &cidos grasos que posee
un TAG influye en su comportamiento polimérfico. Asi, TAGs monoéacidos saturados
presentan polimorfismo simple, seguido de los TAGs con &cidos grasos saturados
mixtos. Los TAGs con acidos grasos saturados/insaturados mixtos exhiben
polimorfismos méas complejos. Alun cambios pequefios en la composicion de TAGs
pueden tener un impacto en la cristalizacion y en consecuencia en las propiedades

finales de la grasa (Gregersen et al., 2015).

1.1.1.5.1.2. Efecto de la temperatura de enfriamiento

Como se mencioné anteriormente, el sobre-enfriamiento, (DT =Tm T T¢), €s la
fuerza impulsora para la cristalizacion. Esto significa que para un lipido especifico que
tiene una T constante, cuanto mayor sea el sobre-enfriamiento, es decir, cuanto menor
sea la T¢ a la cual se lo enfria, més rapida sera la cristalizacion. Por ejemplo, si los
lipidos tienen un punto de fusion de 30°C, la muestra debe ser llevada a una temperatura

menor a 30°C para inducir la cristalizacion. Si se elige una T, = 20°C, se genera una
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fuerza impulsora DT=10°C. Esta es una definicion simple de la fuerza impulsora de
cristalizacion en lipidos ya que la misma es en realidad el potencial quimico y este tiene
en cuenta la entalpia de fusién y el punto de fusion de la materia grasa en cuestiéon como

se puede observar en la ecuacion 3 (Hondoh et al., 2018).

v

y Yo Yywy [3]

1.1.1.5.1.3. Efecto de la velocidad de enfriamiento

Un enfriamiento rapido de los lipidos fundidos resulta en la formacién de una fase
cristalina difusa (polimorfismo de baja energia) debido al rapido ordenamiento de la
estructura en la fase liquida; mientras que un enfriamiento lento permite que las
moléculas de los lipidos tengan suficiente tiempo para organizarse en lamelas y
eventualmente puedan formar cristales tridimensionales coherentes (Metin & Hartel,
2005). En general, un enfriamiento rapido provee cristales mas pequefios y grasa mas

dura (Gregersen et al., 2015).

En el caso del chocolate, cuando la grasa es enfriada rapidamente, es probable
gque la manteca de cacao cristalice en una de las formas cristalinas inestables (formas |
o Il segun la nomenclatura de Wille y Lutton (1966), (Sasaki et al., 2012). El enfriamiento
rapido conlleva a un mayor grado de sobre-enfriamiento, en cualquier tiempo sefialado
durante el proceso de cristalizacion, comparado con el enfriamiento lento. Por lo tanto,
el incremento de la velocidad de enfriamiento puede afectar la nucleacion y la velocidad
de crecimiento de los cristales afectando la microestructuray la textura por el incremento

de la sobresaturacion (Sasaki et al., 2012; Gregersen et al., 2015).

Varios autores han investigado los efectos de la velocidad de enfriamiento en el
comportamiento de cristalizacién, microestructura y textura de las materias grasas.

Entre las contribuciones més citadas se puede mencionar: Herrera & Hartel, 2000;
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Campos et al., 2002; Humphrey & Narine, 2007; Pérez et al., 2007; Wiking et al., 2009;

Maleky et al., 2012.

1.1.1.5.1.4. Efecto del agregado de aditivos (emulsificantes)

Los emulsificantes son aditivos funcionales ampliamente utilizados en la
industria de los alimentos. La mayoria deriva de mono y diacilglicéridos o de alcoholes,
siendo los tipos de emulsificantes mas utilizados los mono y diacilgliceroles, los mono y
diacilgliceroles acetilados, los mono y diacilgliceroles fosfatados, los ésteres de
propilenglicol, los ésteres de sorbitan, los ésteres de sacarosa, los ésteres de

poliglicerol, los ésteres de lactato y la lecitina (Santos et al., 2014).

La estructura de los emulsificantes esta compuesta por una parte hidrofilica que
interactla con la fase acuosa y otra lipofilica que interacciona con la fase oleosa. La
parte lipofilica se caracteriza por la presencia de una o mas cadenas de acidos grasos.
Por otro lado la parte hidrofilica puede corresponder a una variedad de grupos
funcionales tales como el OH que son partes de las moléculas de ésteres de sorbitan y
de ésteres de A&cidos grasos de sacarosa; grupo fosfatido en las moléculas de
fosfolipidos como la lecitina (Hasenhuettl & Hartel, 1997; Hasenhuettl & Hartel, 2008;

Santos et al., 2014)

Un emulsificante puede tener mas caracter hidrofilico o mas caracter lipofilico,
esta caracteristica se mide con el balance HLB. Cuanto mayor es el valor de HLB, mayor
es la hidrofilicidad; y cuanto menor es el valor de HLB, mayor es la lipofilicidad (Santos
et al., 2014). El balance HLB es importante porque permite saber qué tan soluble puede
ser un emulsificante en una emulsion agua en aceite o en una emulsion aceite en agua,

0 en alguna otra sustancia de interés.

Algunos de los ésteres de sacarosa, también llamados oligoésteres de sacarosa,

mas estudiados son el P-170, el S-170 y el O-170 (Kaddo et al., 1994; Katsuragi et al.,
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2000; Awad & Sato, 2002, Rincén Cardona et al., 2014). Los oligoésteres de sacarosa
pueden ser obtenidos a partir de materias primas naturales tales como &acidos grasos y
sacarosa, por lo que son compatibles con el medio ambiente debido a que se degradan
facilmente en ambientes acuosos. Desde el punto de vista de inocuidad alimentaria,
estos aditivos no son tdxicos ni causan alergias. Son usados en el campo de la
cosmética y como aditivos alimentarios que funcionan como emulsificantes y
formadores de espuma en diversos productos tales como pan, helado, margarinas y
sustitutos de grasas (Rincdén Cardona et al., 2014). Ademas se usan para mejorar la
textura, la estabilidad, el volumen, la dureza, la aireacién y la homogeneidad, mejorando
la calidad de los productos (Santos et al., 2014). Estos aditivos también pueden

modificar la viscosidad para facilitar la manipulacion (Santos et al., 2014).

Garti (2002), citado por Santos et al. (2014), sostiene que los emulsificantes
pueden modificar el proceso de cristalizacion de las grasas debido a la interaccién que
se produce entre las moléculas de los emulsificantes y de los triacilglicéridos, segun la
miscibilidad que exista entre ellas. De acuerdo con Garti (2002) si hay miscibilidad
limitada, el emulsificante actia como impureza pudiendo promover o retardar el
crecimiento de los cristales y las transiciones polimérficas; en el caso de alta miscibilidad
o total inmiscibilidad, el emulsificante actia como gérmen de cristalizacion, favoreciendo
la nucleacion. Katsugari (1999), también citado por Santos et al. (2014) menciona que
otros autores consideran que los TAG y los emulsificantes serian capaces de co-
cristalizar, debido a la similitud que poseen sus estructuras quimicas. En general, cuanto
menor es la diferencia en la estructura quimica entre la materia grasa y el emulsificante,

mayor seria su potencial acelerador en el proceso de cristalizacion.

1.1.1.6. Propiedades térmicas

El punto de fusion es la temperatura a la cual la fase sélida cambia a la fase

liguida. Las grasas son mezclas de diferentes tipos de triacilglicéridos (TAGS), por lo
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tanto, el comportamiento de fusién de cada grasa es diferente segiin su composicién
debido a que cada TAG tiene su propio punto de fusién. Sélo las grasas constituidas por
muy pocos tipos de triacilglicéridos tienen un punto de fusion bien definido. Este es el
caso de la manteca de cacao en la que predominan sélo tres tipos de triacilglicéridos
(POP, StOSt y POSt) que son solubles en todas proporciones. A medida que aumenta
el nimero de TAGs diferentes, el punto de fusién se convierte en un intervalo mas
amplio, un rango de fusion. Ademas, las grasas pueden formar cristales con diferente
forma polimérfica, cada una con su propia temperatura de fusién, por lo que esta
temperatura es un reflejo de la fuerza de unién entre los acidos grasos en un cristal

(Beckett, 1994; Gilabert, 2002).

1.1.1. Modificacién de grasas

Las grasas de origen animal o vegetal, que no han sufrido modificacion alguna,
tienen caracteristicas fisicas y quimicas intrinsecas que no les permiten ser adecuadas
para la elaboracién de cualquier producto alimenticio, por lo que su aplicacién en la
industria alimentaria es limitada. Por tal motivo estas grasas necesitan ser modificadas
para obtener grasas alternativas con caracteristicas fisicas y quimicas diferentes de la

grasa original.

Dentro de los procesos tecnolégicos que actualmente se aplican para modificar
las grasas se encuentran los métodos fisicos, como la mezcla de dos 0 mas materias
grasas y el fraccionamiento térmico; los métodos quimicos, tales como hidrogenacion e
interesterificacion quimica; los métodos bioquimicos, como la interesterificacion
enzimatica, aplicados aisladamente o en conjunto (Cohen & Hoelz, 2009). Aplicando
cualquiera de estos métodos se puede obtener las caracteristicas deseadas en una

grasa para que pueda ser usada en productos especificos.

La mezcla es el proceso de modificacion de grasas mas barato y es por lo tanto
ampliamente usado (Talbot, 2014). Jahurul et al. (2017) complementaron el trabajo de
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Jahurul et al. (2014) y concluyeron que algunas mezclas de la grasa de la semilla de
mango Mangifera indica L. (MSF) con fracciébn media del aceite de palma (POMF)
mostraron ser adecuadas para ser usadas como equivalente de cacao (CBE) por

presentar propiedades fisicoquimicas similares a la manteca de cacao.

1.1.2.1. Compatibilidad de las mezclas

La compatibilidad de dos o mas materias grasas se analiza en un diagrama de
iso-solidos. ElI mismo nos permite identificar los efectos de dilucion y eutéctico que
pueden producirse en mezclas de grasas poco compatibles (Solis-Fuentes et al., 2003).
Estos diagramas son muy importantes para estudiar materias grasas que se desean
emplear como CBE (equivalentes de la manteca de cacao). Para que la mezcla de la
manteca de cacao con otra grasa vegetal no presente efecto eutéctico, la grasa debe

cristalizar en la misma forma polimorfica que la manteca de cacao (Beckett, 2008).

1.2. Plantas del género Theobroma

El género Theobroma L. pertenece a la familia Sterculiaceae e integra 22
especies a nivel mundial. Su héabitat esta restringido a los bosques himedos del

Neotropico (Rondon et al., 2005), entre las latitudes 18° Norte y 15° Sur (FAO, 1999).

De las 22 especies, algunas destacan por su importancia econémica, tales como
T. cacao (cacao), T. grandiflorum (cupuassu), T. speciosum, T. sylvestre y T. bicolor
(Martini, 2004), siendo T. cacao la mas importante. Después del cacao, el cupuassu
(Theobroma grandiflorum Schumann) es considerado como la especie mas importante
dentro de este género (Ruscheinsky, 2005), teniendo ambas uso en la industria de
alimentos, farmacéutica y cosmética, siendo el cacao el que tiene predominancia en el

mercado.
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1.2.1. Cacao (Theobroma cacao)

1.2.1.1. Origen y Taxonomia del cacao

El cultivo de cacao tuvo su origen en América pero no se puede indicar con
precision el lugar especifico, aun hoy en dia continta siendo tema de discusién. Hay
estudios que mencionan que el origen de esta especie es probablemente la region
amazobnica (cuenca alta del rio Amazonas) y comprende paises como Colombia,
Ecuador, Pera, Bolivia y Brasil, siendo esta region donde se presenta la mayor
variabilidad de la especie. Desde este lugar de origen, las especies se fueron
difundiendo hasta México y Centroamérica, aunque no se sabe si su dispersién ocurrié
naturalmente o con ayuda del hombre. A lo largo de la dispersion fueron evolucionando
a los tres tipos genéticos que se conocen actualmente: Criollo, Forastero y Trinitario

(Species Plantarum 2, 1753; Batista et al., 2009).

Tabla 1.5. Clasificacion Taxonémica del cacao (Theobroma cacao)

Division: Espermatofita
Clase: Angiospermae
Orden: Malvales
Familia: Sterculiaceae
Género: Theobroma
Especie: cacao

Fuente: Batista, et al., 2009

1.2.1.2. Descripcion botanica del cacao:

Theobroma cacao, es un arbol de pequefia talla de 4 a 7 m de altura (cultivado),
el cacao silvestre puede crecer hasta 20 m o mas. Crece muy bien en ambientes
constantemente humedos, con una temperatura media diaria entre 20 y 30°C, con una
temperatura minima de 16°C y fluctuaciones pequefias, precipitaciones de 1300 a 2800

mm por afio, suelos profundos (1 m como minimo), fértiles y bien drenados, necesita de
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sombra que lo proteja de la insolacién directa y de la evaporacion (Species Plantarum

2, 1753).

El fruto de esta especie se denomina cacao y es una baya grande, carnosa,
oblonga a ovada, amarilla o parpura, de 15 a 30 cm de largo por 7 a 10 cm de grueso,
puntiaguda y con camellones longitudinales; cada fruto contiene en general entre 30 y
40 semillas dispuestas axialmente e incrustadas en una masa de pulpa (Species

Plantarum 2, 1753).

Las semillas de cacao son grandes, del tamafio de una almendra, color chocolate
0 purpureo, de 3 cm de largo y de sabor amargo. Estan recubiertas por una pulpa
mucilaginosa de color blanco y de sabor dulce acidulado. Todo el volumen de la semilla
en el interior esta practicamente ocupado por los 2 cotiledones del embrién conocidos

como granos de cacao (Species Plantarum 2, 1753).

1.2.1.3. Manteca de cacao

Seg¥%n el CAA Artz2culo 1146, iSe entiende pc
cacao, a la materia grasa extraida por prensado del cacao tostado y descascarillado, o

de | a pastal/ masal/licor de cacaoo.

Del procesamiento industrial de las semillas, previamente fermentadas, secas y
tostadas de Theobroma cacao se obtienen subproductos tales como la manteca de

cacao, pasta de cacao, nibs de cacao y cacao en polvo.

La manteca es un liquido amarillo palido con olor y flavor caracteristicos del
chocolate. Tiene caracteristicas Unicas de dureza a temperatura ambiente, fusion
proxima a la temperatura corporal, aroma, etc., por lo que es muy importante en
cosmeticos, en farmacos y en la industria de alimentos (Azevedo, 2001; Yates &

Callebaut, 2009).
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En alimentos, la manteca de cacao se emplea en la fabricacion de chocolate que
se usa en productos de confiteria, panaderia y en helados. Los productos de chocolate
pueden ser coberturas de chocolate, productos moldeados, bombones (Richter &
Lannes, 2007), chips o trozos (Yates & Callebaut, 2009). Dentro de los principales
ingredientes de los chocolates estan la masa de cacao o polvo, la manteca de cacao, la
leche, y el azucar. Los ingredientes opcionales incluyen emulsificantes como la lecitina
de soja, nueces, suero de soja y aromatizantes como la vainilla (Yates & Callebaut,

2009).

En la industria del chocolate, la manteca de cacao es uno de los ingredientes
mas significativos en la fabricacion del chocolate, llegando a contribuir con alrededor de
30 a 40% del peso final del producto. La manteca de cacao representa la fase continua,
responsable de la dispersion de las particulas sélidas de cacao, azlcar y leche. Esto
debido a que sus propiedades fisicoquimicas estadn relacionadas con diversas
caracteristicas de calidad, tales como brillo, dureza, textura, ruptura a temperatura
ambiente (snap), contraccion durante el desmolde, la rapida y completa fusion en la

bocay el rapido desprendimiento del aromay sabor en la degustacion (Azevedo, 2001).

Si bien la manteca de cacao es muy buscada como materia prima, es una de las
materias primas de mas alto costo en la produccién del chocolate (Cohen & Hoelz,
2009). Por esta razédn la busqueda de otras materias grasas para formular chocolates

€s un campo muy activo de investigacion.

1.2.1.4. Problematica del cacao

La produccion de cacao se ve afectada por factores climéaticos tales como el
Fenomeno del Nifio y sequias; y por la presencia de plagas (brote de Podredumbre
Negra), lo que hace que el precio y la calidad del cacao sea muy variable en cada
cosecha. Segun el informe 2014/2015 de la Organizacion Internacional del Cacao

(ICCO), tanto la oferta como la demanda mundial de cacao han crecido a un ritmo anual
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medio del 2,5% durante los ltimos 50 afios. En 2014/2015, los precios internacionales

medios del cacao experimentaron una subida de 10% respecto a la campafia anterior.

Los precios, medidos por el precio diario ICCO, se situaron en una media de
DEG 2.156 (US$ 3.057) por tonelada durante la campafia cacaotera 2014/2015 y en

una media de DEG 1.959 (US$3.009) en 2013/2014 (ICCO, 2014/2015).

1.2.1.5. Alternativas a la manteca de cacao

Las grasas vegetales han sido usadas por afios en chocolates y coberturas
parecidas al chocolate. En la primera guerra mundial, compafiias tales como Rowntree
usaron otras grasas diferentes de cacao en sus chocolates debido a que no era facil
conseguir manteca de cacao. Alrededor de 1950 se estudi6 la composicion de TAGs de
la manteca de cacao y a raiz de estas investigaciones surgieron otras acerca de grasas
vegetales diferentes a la manteca de cacao con una composicion en triacilglicéridos muy

parecida a esta manteca (Beckett, 2008).

La manteca de cacao no siempre presenta las mismas caracteristicas fisicas y
guimicas; éstas dependen de factores naturales, tales como pais de origen, condiciones
climéticas y estaciones del afio (Luccas, 2001); y de condiciones de proceso, tales como
la variacion de la temperatura, la necesidad de temperado en la fabricacién de chocolate
para favorecer | a cristalizaci-n de manteca de
compatibilidad limitada con la grasa de leche, y su consistencia que afecta su extrusion
y corte. Estas diferencias en las caracteristicas fisicas y quimicas representan
limitaciones que pueden superarse mezclando la manteca de cacao con otras grasas

(Gilabert-Escriva, 2002).

En 1956 Unilever patentd un método para producir una grasa parecida a la
manteca de cacao a partir de otras grasas vegetales. Esta patente también incluia la

informacion de que los TAGs requeridos podian obtenerse del aceite de palma, illipe,
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karité y otras grasas de paises tropicales y que se podia usar el fraccionamiento con
solventes para concentrar los TAGs requeridos como POP a partir del aceite de palma,
(Talbot, 2014). Mezclando la fraccion media del aceite de palma con grasa de illipe y la
fraccion dura (estearina) de la grasa de karité es posible elaborar una grasa totalmente

compatible con la manteca de cacao (Beckett, 2008).

Actualmente a esas grasas se les conoce como grasas alternativas a la manteca
de cacao (CBA, del inglés: cocoa butter alternative). Este término es el nombre genérico
gue reciben las grasas que pueden sustituir, de manera parcial o completa, a la manteca
de cacao en chocolates y productos andlogos. Los CBA son, principalmente, mezclas
de varias grasas vegetales ladricas (karité, palma, illipe) y no ladricas (palmiste, coco,

babacu), frecuentemente sometidas a algun proceso de modificacion.

Segun las semejanzas de sus propiedades fisicas y quimicas con la manteca de
cacao, las grasas CBA se clasifican en: equivalentes a la manteca de cacao (CBE, del
inglés cocoa butter equivalent), sustitutos de la manteca de cacao (CBS, del inglés
cocoa butter substitute) y sucedaneos a la manteca de cacao (CBR, del inglés cocoa
butter replacer). Algunos autores incluyen dentro de los CBE a los mejoradores de la
manteca de cacao (CBI, del inglés cocoa butter improver) y a los extendedores de
manteca de cacao (CBEX, del inglés cocoa butter extenders) (Lipp & Anklam, 1998;

Azevedo, 2001; Ruscheinsky, 2005; Beckett, 2008; Talbot, 2014).

Los CBE son similares en composicion y en apariencia a la manteca de cacao.
Los CBS lauricos tienen una composicion totalmente diferente con acidos grasos con
un numero de carbonos entre 8 y 14, acidos grasos ausentes en la manteca de cacao y
tambi ®n cristalizan en una sola forma polim-rfi
compuestos de los mismos acidos grasos que la manteca de cacao, pero se obtienen
por procesos de hidrogenacion de aceites ricos en &cidos grasos palmitico (C16:0) y/o

oleico (C18:1) y/o linoleico (C18:2) como soja, algodon, palma y canola, por lo que se
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caracterizan por tener altos niveles de acidos grasos trans. (Lipp & Anklam, 1998;

Talbot, 2014). Tanto los CBS como los CBR se usan en recubrimientos de chocolate.

1.2.1.5.1. Grasas equivalentes a la manteca de cacao (CBE)

Es una grasa distinta a la manteca de cacao que se obtiene a partir de grasas
vegetales, no hidrogenadas, es decir que sblo se puede obtener por el proceso de
refineria y/o fraccionamiento, y puede incluir modificacion enzimatica de la estructura de
los TAGs. Debe ser una grasa no laurica, es decir que no contenga acido laurico. Su
composicion en acidos grasos y triacilglicéridos debe ser similar a la manteca de cacao,
predominando el acido palmitico, estearico, oleico, linoleico y araquidico y los TAGs
POP, POSt y StOSt, respectivamente, o alguno de ellos. Debe ser miscible en cualquier
proporcion con la manteca de cacao; compatible con sus propiedades fisicas, es decir
que el punto de fusion, la temperatura de cristalizacion, la velocidad de fusion, y las
curvas de sélidos sean similares a las de la manteca de cacao, asi como también la
necesidad de una etapa de temperado (CAA. Articulo 1147 - (Resolucién Conjunta
SPRel N° 186/2012 y SAGYP N° 938/2012)). Al igual que la manteca de cacao, su forma
polim-rfica m8s estable debe ser | a forma b. A
el 2000, en la Directiva 2000/36 EC relacionada con el cacao y productos de chocolate
destinados a consumo humano, que las grasas vegetales usadas como CBE en

chocolate deberian satisfacer también los siguientes requerimientos:

u Contenido de triacilglicéridos de tipo SOS (S=acido graso saturado; O=4cido oleico)
mayor o igual a 65%

U Contenido de &cidos grasos insaturados presentes en la posicion sn-2 de los
triacilglicéridos mayor o igual a 85%

U Contenido de acidos grasos insaturados menor o igual a 45%

t Contenido de &cidos grasos poliinsaturados menor o igual a 5%

i Contenido de acido laurico menor o igual a 1%
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i Contenido de acidos trans menor o igual a 2%

En un inicio, los CBE fueron comercializados y adicionados a los chocolates en
diferentes cantidades (Beckett, 2008; Talbot, 2014). Actualmente, si el producto es
vendido como chocolate, la legislacion de la Unidn Europea restringe su uso a 5% de la
grasa especifica y también requiere un claro etiquetado. Si se usan mayor cantidad o
se usan otras grasas, debe ser vendido con otro nombre tal como recubrimiento con
sabor a chocolate. La legislacion es diferente segun cada pais, habiendo algunos donde
aun se permite el reemplazo de toda la manteca de cacao y pueden ser reemplazadas
s6lo por las grasas vegetales permitidas por la UE (Beckett, 2008). Debido a que son
parecidas a la manteca de cacao, pueden ser afiadidas en cualquier proporcién sin

causar un efecto de ablandamiento o endurecimiento significativo.

Actualmente, la Union Europea permite sélo el uso de aceite de palma, manteca
de illipe, manteca de karité, manteca de kokum gurgi, grasa de sal y grasa de semillas
de mango, como CBE (Tabla 1.6) (Azevedo, 2001; Talbot, 2014). En helados, se permite

ademas el aceite de coco (Yates & Callebaut, 2009).

En los Estados Unidos de América, la Legislacion de los productos de chocolate
son administrados por la FDA (Food and Drug Administration). En él se definen una
variedad de productos a base de cacao y chocolate, los principales son, masa de
chocolate, chocolate dulce y amargo, chocolate de leche y chocolate blanco. En la
legislacion norteamericana no se permite el uso de grasas vegetales diferentes a la
manteca de cacao. Sin embargo hay estandares diferentes para productos que
contienen grasas vegetales por ejemplo para coberturas de grasa vegetal que puede
contener grasas vegetales de cualquier tipo sin limites a los niveles de incorporacion.
La Comision del Codex Alimentarius (Codex), por otro lado, si permite el uso de grasas
vegetales diferentes a la manteca de cacao pero en un maximo de 5%. Muchos de los
paises donde no tienen una legislacién propia para el chocolate se basan en los criterios

del Codex.
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En Brasil, en el 2003 entré en vigencia la resolucién RDC n° 227, del 28 de
agosto de 2003, que permite el uso de grasas vegetales alternativas a la manteca de
cacao en la fabricacion del chocolate, atendiendo los limites minimos de 25% y 20% de
solidos totales de cacao para el chocolate y chocolate blanco, respectivamente

(Guenter, 2005).

1.2.1.5.2. Extendedores de manteca de cacao (CBEX)

Son grasas con las mismas caracteristicas de un CBE, con la diferencia que no
puede mezclarse con la manteca de cacao en cualquier proporcion debido a cierto grado

de incompatibilidad (Luccas, 2001).

1.2.1.5.3. Mejorador de manteca de cacao (CBIs)

Los CBIs son grasas similares al CBE, pero con mayor contenido de
triacilglicéridos de alto punto de fusién, principalmente StOSt. Estos TAGS incrementan
el contenido de grasa sélida, asi como el punto de fusién y la dureza del chocolate, por
lo que son usados para mejorar la dureza de la manteca de cacao suave que puede ser
resultado de cambios climaticos (Azevedo, 2001). Chocolates con CBIs tienen mejor
resistencia al fat bloom (florecimiento en la superficie) y a volverse mas blandos en
ambientes de temperaturas altas como verano o climas tropicales. La manteca de lllipe,
fraccion de karité y grasa de kokum se usan para endurecer los productos de
chocolateria. Sin embargo son mas caras que los CBE (Lipp & Anklam, 1998;

Ruscheinsky, 2005; Beckett, 2008).
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Tabla 1.6. Informacion de algunas de las grasas naturales que pueden ser usadas como CBE segun la Unién Europea

Nombre comun

Aceite de palma

Manteca de illipe,

Manteca de kokum

Borneo tallow,

Grasa de mango

Grasa de sal

Grasa de karité o

manteca de galam
Tenkgawang
Nombre cientifico Elaeis guineensis, Shorea stenoptera Garcinia indica Mangifera indica Shorea robusta Butyrospermum
Elaeis olifera parkii
Origen Indonesia, Malasia Borneo India India India Oeste de Africa
Parte de la planta  pulpa de lafrutade nueces del arbolde  Semillas del arbol Semillas de la fruta Semillas del arbol ~ Nueces del arbol de
de donde se la palma illipe de kokum del arbol de mango de sal karité
obtiene el aceite o
la grasa
% de grasa 26-43% de 45-70% de grasa en 45% de grasa en 6 a 15% en las 14-18% 40-60% de grasa en
mesocarpio las semillas las semillas semillas
hamedo

Proceso de
modificacion de

Fraccionamiento

Ninguno, pero antes

Ninguno, pero antes

las semillas

grasas para

concentrar SOS
Ingredientes
usado en la

Fracciéon media de

de usarse debe
refinarse

Manteca de lllipe

de usarse debe
refinarse

Fraccionamiento
con refinado
posterior.

Fraccionamiento
con previo
refinamiento

Fraccionamiento
con previo
refinamiento

mezcla de CBE
Principales TAGs
en la parte usada

palma (PMF).

POP y POSt

POSt y StOSt.

Kokum gurgi

StOSt

Estearina de semilla
de mango mango
(kernel stearine)

TAGs

Estearina de Sal

Estearina de shea

monoinsaturados

(64%). StOSt 40.6%

Alto contenido de
StOSt

Alto contenido de
StOSt

S: 4cido graso saturado; St: 4cido graso estearico; O: 4cido graso oleico; P: acido graso palmitico

Fuente: (Beckett, 1994; Beckett, 2008)
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1.2.2. Cupuassu (Theobroma grandiflorum)

Valdecir Luccas (2001) menciona que después del cacao, el cupuassu
(Theobroma grandiflorum Schumann) es considerada la segunda especie mas
importante del género Theobroma. Hasta mediados de 1970, el cupuassu era
desconocido en la mayor parte de Brasil, pero posteriormente fue tomando importancia

en las regiones productoras de esta planta.

1.2.2.1. Origen y Taxonomia

El cupuassu (Theobroma grandiflorum Willd. ex Spreng) es una planta tropical,
familia del cacao (T. cacao), originaria de la Amazonia Oriental Brasilera (Castro et al.,
2010; Quast et al.,, 2011), encontrAndose naturalmente en los bosques tropicales
huimedos de tierras altas no inundables (FAO, 1996), ubicados en el lado sur del rio
Amazonas que incluyen el Estado de Amazonas; la parte sur, este y sudoeste de Parj;
el sur, sureste y noreste de Maranhdo (FAO, 1999; Lannes, 2003), Rondbnia, Acre
(Ruscheinsky, 2005) y Tocantis (Martini, 2004); y en forma cultivada, en otros estados
tales como Roraima, Bahia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro (Vicente, 2014) y norte de
Roraima (FAO, 1996). También se encuentra distribuido y se cultiva en la cuenca
amazonica de Colombia, Ecuador, Guyana, Peru, Venezuela y Surinam (Castro et al.,
2010), ademas de Costa Rica, México, Martinica, Trinidad y Tobago, Bolivia, Guyana
Francesa, Republica Dominicana (FAO, 1999), Ghana, Santo Tomé y Principe (FAO,

1996), Florida y Australia (Azevedo, 2001; Martini, 2004).

En Brasil, la expansion del area de cultivo del cupuassu tuvo su inicio en la
década de los 70, se intensificé en la década de los 80 y continua hasta nuestros dias
(FAO, 1999), siendo este pais donde se han desarrollado programas de mejoramiento

para su aprovechamiento comercial y el principal productor y exportador.
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Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng) Schum pertenece a la familia
Sterculiaceae e inicialmente fue denominado Bubroma grandiflorrum por el botanico
aleman Carl Ludwig von Willdenow. En 1826, Kurt Polycarp Joachim Sprengel continu6
el trabajo de caracterizacion. En 1831, George Don, reconociendo lo inapropiado de
clasificar la especie en el género Bubroma, la describié incorrectamente como Guazuma
grandiflora. Solamente en 1886, los estudios taxondmicos efectuados por Karl Moritz
Schumann permitieron la inclusion de la especie en la taxonomia genérica de
Theobroma, recibiendo entonces, la denominacion de Theobroma grandiflorum (Willd.
ex Spreng), Schum (FAO, 1999) , refiri ®ndose el nombr e Mg

especie presenta la flor mas grande dentro del género Theobroma.

La clasificacion taxonémica del cupuassu que realiz6 Medrano (2010) se muestra en la

Tabla 1.7.

Tabla 1.7. Clasificacion taxondémica del cupuassu (T. grandiflorum)

Division Fanerégamas

Clase Angiospermae

Orden Malvales

Familia Sterculiaceae

Género Theobroma

Especie grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.

En la lengua coloquial, T. grandiflorum es més conocido como copoasu, palabra
originaria de Il a | engua tup? qgue une dos pal

respectivamente ficacaoo y figrandeo (Santos, 20:

Dependiendo del lugar, existen denominaciones de uso comun (nombres
comunes), entre los que destacan: Copoazu, Cupuasu, Copoasu (Rondon, 2005),
Cupuacu, Copoazu, Copoasu verdadero, Cupu y pupuacu (FAO, 1999), Cupuassu,
Cupu-do-mato (Vicente, 2014).
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1.2.2.2. Descripcion botanica del cupuassu

Theobroma grandiflorum es una especie arbérea de rapido crecimiento en suelos
pobres como los que se presentan en la Amazonia (Fig. 1.5A). Alcanza de 15 a 20 m de
altura y un didmetro de 45 cm en estado silvestre. Cuando es cultivada, la altura puede
variar entre 6 y 8 m. Las hojas son enteras, de coloracion rosacea y cubierta de pelos
cuando son jovenes y verdes cuando maduran. Las flores, de coloracion blanca o roja
con tonalidades clara a oscura, son las mas grandes del género (alrededor de 1.5 cm

de diametro y crecen normalmente en las ramas (Embrapa, 1999).

El fruto presenta caracteristicas de drupa y de baya (baya drupacea), es el fruto
mas grande dentro de los frutos del género Theobroma (Santos, 2013), (Fig. 1.5B). Es
de forma variada (Figs. 1.5C y D), es lisa por la parte de afuera, elipsoidal u oblonga y
de extremos redondeados, con una longitud aproximada entre 15y 32 cmy de 10 a 15
cm de ancho y pesos entre 0.5 a 4 kg, siendo el peso promedio de 1.5 kg. El fruto es de

fuerte y placentero olor (Hernandez & Barrera, 2004).

Segun Santos, 2013, el fruto puede ser clasificado en 5 diferentes tipos, en
relacion con su forma: ovalada, oblonga, eliptica, obovada y redonda (Fig. 1.5C), y esta
constituido por la cascara, la pulpa y las semillas. La composicion centesimal del fruto
esta representada en promedio por 44.6% de corteza (epicarpio + mesocarpio), 37.7%
de pulpa (endocarpio) y por 17.7% de semillas. Considerando las porciones
aprovechables del fruto (pulpa y semillas) el rendimiento de la parte Gtil del fruto alcanza
55.4% (FAO, 1999). El rendimiento del fruto, asi como en la mayoria de otras frutas, es
variable de acuerdo con el tamafio, la procedencia, o periodo de cosecha y/o método de
extraccion (Vicente, 2014). Dentro de las especies de Theobroma, el cupuassu tiene la

fruta mas grande (Quast et al., 2011).

La cantidad de semillas varia mucho de acuerdo con el tamafo del fruto. Se

considera que la cantidad de semillas representa de 15 a 20% del peso del fruto. Estas
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semillas estan superpuestas en 5 filas verticales (Fig. 1.5E) envueltas por la pulpa y
contienen 60% (en base a peso seco) de una grasa blanca y aromética parecida a la
manteca de cacao (Lannes, 2003; Hernandez & Barrera, 2004; De Oliveira, 2009; Quast
et al., 2011; Vicente, 2014). Los cotiledones son redondos y achatados (Martini, 2004).
Las semillas también presentan dimensiones variables con promedios de 2.6 cm de
longitud, 2.3 cm de ancho y 0.9 cm de espesor (Vicente, 2014) y con un diametro que
varia de 2 a 3.5 cm. Segun diferentes autores se menciona que un fruto puede contener

entre 25 y 50 semillas (Hernandez & Barrera, 2004), entre 9 y 62 unidades (Vicente,

2014) o entre 30 a 51 semillas.

Figura 1.5. A) Arbol de cupuassu, B) Fruto de cupuassu (Vicente, 2014), C) Diferentes
formas del fruto (Santos, 2013), D) Fruto en formas variables (Embrapa, 1999), E) Corte

longitudinal de cupuassu y sus semillas (Gruber, 2010).

1.2.2.3. Productos derivados del cupuassu - grasa de cupuassu

La pulpa y las semillas son las partes mas aprovechadas del fruto y tienen uso
en la preparacion de diferentes productos alimenticios. Por otro lado, la cascara es
usada como abono organico (fertilizante) en los sistemas agroforestales y, debidamente
procesada, se utiliza como componente del alimento para animales de cria (IBCE,

2010).
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La pulpa constituye la parte mas usada del fruto y de mayor valor econémico
utilizdndose en la elaboracion artesanal de productos tales como refrescos,
mermeladas, helados (Gruber, 2010), néctares, dulces, licores, jaleas, jarabes, galletas,
bombones, yogurt (Castro et al., 2010), vinos, compotas (Santos, 2013), tortas, tartas

(Gilabert-Escriva, 2002), entre otros.

Por mucho tiempo, sin embargo, las semillas de cupuassu fueron tratadas como
productos de desecho del proceso de separacion de la pulpa, siendo descartadas y

destinadas a la produccion de pienso, abono organico o fertilizante (Azevedo, 2001).

Sin embargo las semillas de cupuassu poseen un alto porcentaje de grasa entre
50 a 63%, valores muy préximos al porcentaje de grasa presente en la semilla de cacao
(Azevedo, 2001), por lo que, actualmente, su aprovechamiento estd basado en la
extraccion de la grasa. Cuando las semillas son sometidas a un procesamiento industrial
adecuado, similar al que se aplica a las semillas de cacao (fermentacion, secado y
tostado), pueden obtenerse subproductos tales como almendras, nibs, pasta de

cupuassu, torta de cupuassu, grasa de cupuassu y cupuassu en polvo (Cohen, 2004).

La grasa de cupuassu es una grasa blanca y aromatica, y es usada en productos
de confiteria y en la elaboracién de un producto analogo al chocolate denominado
copulate o cupulate (FAO, 1999), que tiene caracteristicas fisicas, quimicas,
organolépticas y nutritivas semejantes a las de chocolate obtenido de T. cacao (Quast

et al., 2011).

1.2.2.4. Uso de lagrasa de cupuassu como CBA y sustituto de grasas trans

Actualmente la pulpa de cupuassu es comercializada, a mayor escala, en varias
regiones de Brasil y en el extranjero. En el 2005 la produccion de cupuassu en Brasil
llego cerca de los 200 millones de frutas. El promedio de los productores de cupuassu

llegd a 170 mil personas, generando, aproximadamente, 220 mil empleos directos e
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indirectos (Ministério da Educacéo, 2007). Segun estadisticas del gobierno de Par4, la
produccion de frutos de cupuassu en este Estado fue de 9.737 millones en el afio 1998,
aumentando a 15.881 millones en el afio 1999, y 21.479 millones en el afio 2000 (Cohen,
2005), representando un aumento de mas de 55% al afio. En el 2003 la produccion
alcanz6 33.570 toneladas del fruto (Ruscheinsky, 2005), y en el 2006 el cupuassu

mostrd una produccién de 39.045 toneladas solamente en el estado de Para.

El aumento en la produccion y exportacion de pulpa de cupuassu ha propiciado
el aumento significativo del volumen de sus semillas. Azevedo (2001) menciona que una
de las empresas que comercializa la pulpa, a escala industrial, es Mossord
Agroindustrial S/A (Maisa), con sede en Mossord, Rio Grande del Norte. De acuerdo
con esta fuente de informacion, el volumen de las semillas tiene la posibilidad de seguir
aumentando debido a que la produccién de cupuassu y su procesamiento ayudan al

desarrollo de la region norte de Brasil.

Actualmente, la manteca de cacao es conocida por su uso, principalmente, en la
industria de chocolate y confiteria y en la industria cosmética, mientras que la grasa de
cupuassu es usada, principalmente, en la industria cosmética (Embrapa, 1999) en
productos de belleza, cremas y jabones (Gruber, 2010), y en la industria farmacéutica,
teniendo muy poca incidencia en la industria alimentaria. Azevedo (2001) menciona que
ya hay compafiias que se dedican a la industrializacion de la grasa de cupuassu. Una
de ellas es la compafia Brasmazon, localizada en el estado de Para de Brasil, esta
empresa extrae por prensado directo de las semillas aceite de cupuassu y lo
comercializa a Japoén e Inglaterra; otra empresa es Natura, que utiliza la grasa de

cupuassu para la fabricacion de cosméticos.

Hasta el momento, varias empresas e investigadores han buscado darle a la
grasa de cupuassu una aplicacion en la industria alimentaria. Debido a que el cupuassu
pertenece al mismo género que el cacao (género Theobroma), el primer interés que
surgio fue el de estudiar el aprovechamiento de la grasa de cupuassu para el desarrollo
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de productos analogos al chocolate, productos achocolatados y productos que sirvan
para sustituir parte de la manteca de cacao en la elaboracién del chocolate. Segun
(Azevedo, 2001), Embrapa desarrollé y patenté un proceso para la obtenciéon de un
producto parecido, en color, aroma y sabor, al chocolate pero a base de grasa de
cupuassu, conocido como cupulate, elaborandolo en formatos de cupulate en polvo y
en tabletas (Embrapa, 1997). Azevedo (2001) también menciona que la empresa Nestlé,
en algun momento, mostré interés por fabricar chocolate blanco con la grasa de
cupuassu. Silva 1988, citado por (Cohen & Hoelz, 2009), verificd que es posible sustituir
hasta el 10% de la manteca de cacao por grasa de cupuassu, sin afectar
significativamente el patron de punto de fusion establecido para la manteca de cacao.
Cohen et al., (2009) investigaron el desarrollo del cupulate con leche, como producto
analogo al chocolate con leche, sustituyendo, en la formulacién, el 50% de pasta de
cacao y manteca de cacao por pasta de cupuassu y grasa de cupuassu,

respectivamente, obteniendo un alimento con buena aceptacion sensorial.

Nuevas investigaciones han tenido como objetivo la aplicacion de la grasa de
cupuassu en otros alimentos. Gilabert-Escrivad (2002) ha explorado la posibilidad de
emplear la grasa de cupuassu en productos panificados y helados, obteniendo
resultados satisfactorios; también la ha considerado como una buena alternativa para
sustituir la grasa hidrogenada en la fabricacién de tortas y helados, debido a que la grasa

de cupuassu no presenta enlaces trans.

En base a lo antes mencionado, la grasa de cupuassu se presenta como una
opcion, barata y relativamente nueva en la industria alimentaria, para ser usada como
algun tipo de CBA o como alternativa a las grasas trans en diferentes productos

alimenticios.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Generales

Estudiar las propiedades fisicoquimicas de las grasas puras de cacao y
cupuassu y de sus mezclas, con especial énfasis en el comportamiento térmico y en la
microestructura con miras a reemplazar las grasas trans en productos industriales o

como extendedor de manteca de cacao en productos de chocolateria.

2.2. Objetivos Especificos

U Estudiar la composicién quimica de las mezclas de cupuassu y manteca de cacao,
el contenido de grasa sélida de equilibrio, la compatibilidad de las materias grasas que
componen las mezclas con el fin de determinar su funcionalidad para distintos

productos.

U Estudiar el efecto de las temperaturas de cristalizacion en el comportamiento térmico,

de cristalizacién y polimérfico y en la microestructura de cupuassu, cacao y sus mezclas.

U Estudiar el efecto de las velocidades de enfriamiento en el comportamiento térmico,

de cristalizacion y polimorfico y sobre la microestructura de las materias grasas.

U Evaluar el efecto de un emulsificante, el éster de sacarosa S-170, sobre el

comportamiento de cristalizacion y el polimorfismo de estas materias grasas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

Las materias grasas analizadas en este trabajo de tesis fueron la grasa de
cupuassu y la manteca de cacao. La grasa de cupuassu fue proporcionada por la
empresa Veris Brasil y corresponde a una grasa extraida so6lo por prensado de las
semillas. La manteca de cacao estudiada fue de origen comercial y también provino de

Brasil.

3.1.2. Mezclas obtenidas a partir de la grasa de cupuassu y la manteca de cacao

Como respuesta a la discusiéon que se incluyd en el capitulo 1 sobre las
propiedades fisicas de la grasa de cupuassu y sobre la necesidad de modificarla para
diversas aplicaciones en la industria de alimentos, esta tesis se enfoc6 en el método de
modificacion de grasas por mezclado. Las grasas de cupuassu y de cacao se mezclaron
en distintas proporciones. La Tabla 3.1 describe en detalle los porcentajes de cada
materia grasa en la mezcla para todas las mezclas ensayadas. En la Tabla 3.1 también
se detalla que muestras se seleccionaron para estudiar el efecto del emulsificante S-

170. El mismo se agreg6 en todos los casos en una concentracion de 1% p/p.

Tabla 3.1. Descripcion de las mezclas estudiadas en este trabajo de tesis.

Manteca de cacao  Grasa de cupuassu Adicién del Emulsificante

(%) (%) (S-170, 1% p/p)
0 100 Si
10 90 -
20 80 -
30 70 -
40 60 -
50 50 -
60 40 -
70 30 Si
80 20 Si
90 10 Si

100 0 Si
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3.2. Métodos

3.2.1. Determinacion de la composicion de acidos grasos por Cromatografia

gaseosa (CG)

La cromatografia gaseosa es uno de los métodos mas usados para el analisis
de compuestos organicos. En este método, la fase movil es un gas en movimiento (gas
de arrastre), y en general, el procedimiento involucra inyectar el metil éster, o el
triacilglicérido a ser analizado, en una columna colocada en un horno y hacerlo pasar a
través de ella empleando un gas de arrastre tal como helio o nitrégeno. Los
componentes de la mezcla son eluidos con el gas y son detectados y medidos en el

extremo de salida de la columna por medio de un detector (O'brien, 2009).

La temperatura de la columna va a ser mayor en el caso de los triglicéridos que

en el de los ésteres metilicos de los acidos grasos ya que son menos volatiles.

El tiempo de retencion es el tiempo requerido para que un compuesto dado pase
a través de la columna. El tiempo de retencién se indica en el eje horizontal del grafico
y es un indice cualitativo de la sustancia mientras que el area bajo la curva es en cada
caso la medida cuantitativa del componente. La separacion de los acidos grasos se basa
en la longitud de la cadena, grado de saturacion, asi como en la geometria y posicion
de los dobles enlaces. Los acidos grasos mas cortos eluyen primero mientras que los
mas largos son los ultimos en salir. La secuencia de elucién esperada para acidos
grasos con la misma longitud de cadena es: poli-insaturado, disaturado, monoinsaturado
y saturado. Los isdmeros geométricos cis son seguidos de los isdbmeros trans aunque
pueden presentarse superposiciones dependiendo de las condiciones de corrida

(O'brien, 2009).

La composicién en acidos grasos se determiné siguiendo el método oficial de la
American Oil Ch e mi s t68,faraSlo cual esd uwtilizo( uA @dLifo) de

cromatografia gaseosa (CG) modelo Konik 4000 A HREC, con un detector de ionizacién
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de llama (FID) y un inyector colocado en la cabeza de la columna. Se usé una columna
de fase reversa Chrompack WCOT de silice fundida, con una fase estacionaria CP-sil
88, con un diametro interno de 0.25 mm y una longitud de 50 m. Como gas de arrastre
se uso helio con un flujo de 1,5 ml/min, mientras que el hidrégeno y el aire fueron usados
para alimentar la llama del detector de ionizacién (FID). Para separar los diferentes
acidos grasos se usé la siguiente rampa de temperatura: se mantuvo la temperatura a
180°C por 2 min, a continuacion se calenté a una velocidad de 10°C/min hasta alcanzar
una temperatura de 225°C. El detector fue mantenido a una temperatura constante de
300°C. La temperatura del inyector fue de 250°C con un radio de Split de 1/100. La
muestra inyectada consi sti - en un 1legl de wonaunas ol uci - n
concentracion aproximada de 200 mg/ml hexano. Los &cidos grasos fueron identificados
usando estdndares de metil éster de los mismos, marca SIGMA. La composicion (area
en porcentaje) estuvo basada en el area integrada por el software de cromatografia

Workstation Borwin 4.

3.2.2. Determinacidon de la composicion de triacilglicéridos por cromatografia de

liguidos de alta eficiencia (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) es una de las técnicas
analiticas mas ampliamente usadas en la industria para el andlisis de alimentos, drogas
y agroquimicos. En esta técnica se utiliza una fase movil liquida para separar los
componentes de una mezcla. Los componentes por si mismos son disueltos en un
solvente y luego son forzados a fluir (mediante la fase mévil) a través de una columna
(fase estacionaria) bajo condiciones de alta presion. La mezcla es resuelta en sus
componentes dentro de la columna y la calidad de la resolucibn depende de la
interaccion entre los componentes del soluto y la fase estacionaria de la columna
(revestimiento inmovil dentro de la columna) y la fase liquida. La interaccion del soluto

con la fase movil y la fase estacionaria puede ser manipulada utilizando diferentes
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opciones de solvente y fase estacionaria. La técnica HPLC puede ser dividida en dos
amplias categorias: fase normal y fase reversa. En la fase normal, la fase estacionaria
es polar (usualmente silice) y es usada para retener analitos que son polares, mientras
que la separacion en fase reversa se basa en fuerzas entre compuestos no polares y
grupos funcionales no polares, que estan unidos al soporte de silice (Prichard, 2003;
Lough , & Wainer, 1996). Esta técnica es la mas empleada, y la que mejores resultados
ofrece, para el andlisis de los TAGs, que son separados en base a su longitud de
cadena, su nimero de insaturaciones, su polaridad y su configuracién, lo que permite
una determinacion precisa de la composicion en triglicéridos de una materia grasa

(Perona et al., 1999).

La composicién en TAGs se determin6 siguiendo el método oficial de la AOCS
Ce 5b-89, para lo cual se utilizé un equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) marca Perkin-Elmer 250 con un detector de indice de refraccién Sicon Analytic.
Se us6 una columna Lichrosorb RP-18 marca MERCK - fase reversa de 25 cm de
longitud y 4.6 mm de didmetro interno, mantenida a una temperatura de 37°C. Se
empled acetona/acetonitrilo (60:40 v/v) como fase movil a una velocidad de flujo de
Iml/min. Se inyect- 20 ¢l dauraaonceniracen de &
% p/v. Los TAGs fueron identificados con estandares comerciales. La composicién (area
en porcentaje) se baso en el area integrada por el software de cromatografia Hewlett-

Packard HP 3395.

3.2.3. Determinacion del Contenido de Grasa Solida (SFC) por Resonancia

Magnética Nuclear (RMN)

La técnica de Resonancia Magnética Nuclear (H-RMN) se basa en la absorcién
de ondas de radiofrecuencia por parte de los nucleos de hidrogeno de moléculas
organicas cuando son sometidas a un fuerte campo magnético. El niicleo de hidrégeno,

asi como otros nucleos como el *C, ®N, °F, y 3!P, tienen un nimero masico impar
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(protones mas neutrones) por lo que los ndcleos poseen un valor de spin %. Estos
atomos con spin distinto de cero poseen una particula nuclear desapareada que tiene
un movimiento de rotacién sobre un eje lo que hace que estos nlcleos se comporten
como imanes. En la ausencia de un campo magnético los spines nucleares se orientan
al azar. Al someter la muestra a un campo magnético, los nucleos se vuelven
magnéticamente activos y cambian su direccion. En ese momento los nlcleos se alinean
con el campo magnético pudiendo adoptar cualquiera de las dos posibles direcciones:
una direccién paralela al campo magnético, que es considerado como un estado de
minima energia y mas estable, llamado estado de spin alfa; o una direccion anti-paralela
al campo magnético, que corresponde a un estado de energia mas alto e inestable,
llamado estado de spin beta. Los ndcleos se encuentran en mayor proporcion en el
estado de spin alfa que en el estado de spin beta. Si ademas del campo magnético se
aplica un pulso corto de energia de radio frecuencia perpendicular al campo magnético,
los nucleos de hidrdgeno cambian de orientacién y se desalifian con el campo magnético
encontrandose asi en un estado excitado. La sefal en el equipo de RMN observada
justo después de la aplicacion del pulso de radio frecuencia es proporcional al nUmero
total de nacleos de hidrogeno en la muestra. Una vez que el pulso de radio frecuencia
es removido, los nucleos se relajan pasando de su estado de excitacién a su estado de
equilibrio (al igual que el campo magnético). La sefial en el equipo de RMN
consecuentemente decae como resultado de la relajacion. La sefal en funcién del
tiempo que tiene la forma de una exponencial decreciente, y que se obtiene durante
este proceso de relajacion, recibe el nombre de caida libre de la induccion (Free

induction decay) FID (Campos, 2013).

La sefial FID generada por los nucleos de hidrogeno de una muestra solida es
distinta a la producida por los nucleos de hidrogeno de una muestra liquida (Fig. 3.1).
Para los nucleos de la fase en estado sdlido, la sefial decae relativamente rapido,

mientras que la sefial emitida por los nucleos de la fase en estado liquido, decae lento.
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Por lo tanto, la caida inicial en la intensidad de la sefial de magnetizacién caracteriza a
la fraccién sélida, mientras que la sefial de magnetizacion remanente que muestra una

caida mas lenta, caracteriza a la fraccion liquida (Campos, 2013).

Intensidad de la sefial de magnetizacié

Componentes N
Solido- Liquido 1 Sodlo
(Contenido total de i Componente
hidrégeno) 1 Liquido
"2
ts=10 ta=70
¢ASYLR

Figura 3.1. Curva tipica en la que se representa la caida libre de induccién (FID) para
una materia grasa mostrando la sefial de magnetizacion en funcién del tiempo. Las
sefiales que se indican en la misma representan solo el componente liquido y la sefial
total para todos los nucleos de hidrogeno presentes en la muestra (componentes soélidos
y liquidos). El SFC se calcula como la diferencia entre las sefiales asociadas con los

tiempos ta y ts. Fuente: (Campos, 2013).

Para calcular el SFC se us6 el método directo que implica que el porcentaje de
SFC es cuantificado directamente por el equipo Minispec, mediante el muestreo del
decaimiento de la sefial en el equipo de RMN en dos puntos de tiempo adecuados
denominados como ta y ts. Estos corresponden a la sefial que proviene de la fase liquida
y a la sefal total (la suma de las sefiales provenientes de la fase sélida y la fase liquida).
El porcentaje de soélidos es calculado como la relacion entre la respuesta en el equipo
de RMN obtenido de los nucleos en la fase solida y la respuesta en el equipo de RMN

obtenida de los nucleos de ambas fases de la muestra (sélida y liquida). Cuando se
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determina SFC con este método, el instrumento calcula la relacion y reporta

directamente el porcentaje de SFC (Campos, 2013).

Con la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (H-RMN) se realizaron
diferentes analisis: contenido de grasa soélida en condiciones de equilibrio, la

compatibilidad graficando el diagrama de iso-sélidos y la cinética de cristalizacion.

3.2.3.1. Contenido de grasa solida en condiciones de equilibrio

El contenido de grasa sélida en condiciones de equilibrio se determiné
empleando la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (H-RMN) siguiendo el método
oficial de la AOCS Cd 16b-93. Para esto se utilizé un equipo Bruker Minispec mq 20,
que posee una celda con control de temperatura y un campo magnético de 0,47 Tesla
y que opera a una frecuencia de resonancia de 20 MHz. Para alcanzar las temperaturas
deseadas y garantizar un control de temperatura con un error de 0.01°C se utiliz6 un
bafio de agua termostéatico (HaakePhoenex Il C35P, Alemania). El equipo de RMN se
calibré previamente con estandares marca Bruker con contenidos de sélidos conocidos:
0, 30 y 70%. Con estos estandares el equipo ajustd el factor que tiene en cuenta la

demora que tiene el detector en la recepcion de la primera sefial de relajacion.

El método AOCS Cd 16b-93 comprende dos protocolos diferentes: uno para
grasas con bajo polimorfismo (Método 1), y otro para grasas polimdrficas como cacao
(Método 2). Silva et al., (2009), describieron el polimorfismo de la grasa de cupuassu
demostrando la presencia de 5 formas polimoérficas: g, b, b, y bi. Dado el alto
polimorfismo de las materias grasas objeto de esta tesis, las muestras fueron evaluadas
siguiendo el método 2. Muestras de, aproximadamente, 4 cm de alto de las materias
grasas fueron colocadas en tubos de RMN. Los tubos se sometieron a los siguientes

tratamientos térmicos:
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U Inicialmente, la muestra se fundié a 100°C y se mantuvo a esa temperatura por 15
minutos con el fin de borrar la memoria cristalina de la muestra.

U Luego se colocé a 60°C por 5 minutos.

U Posteriormente se enfrié a 0°C, a una velocidad determinada, y se mantuvo a esa
temperatura por 90 minutos.

U Seguidamente se realiz6 un templado a 26°C por 40 + 0.5 horas. Se repitio el
enfriamiento a 0°C por 90 minutos.

0 Y finalmente se mantuvo 65 minutos a cada una de las temperaturas de cristalizacion

(T¢) seleccionadas: 10, 15, 20, 25, 30, 35y 40°C.

La aplicacion de este método permitié temperar y estabilizar la estructura
cristalina y por lo tanto conocer el contenido de grasa sélida que tendria que estar
presente en una gr as a una oer alpanzhdo neb eduiiibsom o b

termodinamico.

3.2.3.2. Diagrama de iso-sdlidos

Con estos valores de SFC en el equilibrio se construyeron los diagramas de iso-

sélidos que permitieron determinar la compatibilidad de las mezclas.

Un diagrama de fases es usado para comprender la interaccion que ocurre entre
dos (0o mas) compuestos puros. Las grasas estan constituidas por un conjunto de TAG;
sin embargo es posible dibujar un pseudo diagrama de fase considerando a la grasa
como un solo compuesto. El diagrama de iso-sélidos es un pseudo diagrama de fases
gue es muy utilizado para indicar la compatibilidad entre las grasas para coberturas de

chocolates (Lonchampt & Hartel, 2004).

Para crear estos diagramas, las grasas de cupuassu y de cacao fueron
mezcladas en diferentes concentraciones (Tabla 3.1) y su contenido de grasa solida

(SFC) fue medido usando la técnica de resonancia magnética nuclear (RMN) a
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diferentes temperaturas segun se describié en la seccién 3.2.3.1. Con los valores de
SFC se dibujaron las lineas que conectan las mezclas que tienen SFC similares. Las
mismas se denominan lineas de iso-sdlidos. La forma de la linea de iso-solidos indica
la compatibilidad o incompatibilidad de la grasa. Si las lineas de iso-sélidos son paralelas
significa que las materias grasas son totalmente compatibles y miscibles, mientras que
si se produce una depresion en la linea de iso-sélidos, es decir, se forma lo que se
conoce como un eutéctico, las grasas presentan algunas incompatibilidades

(Lonchampt & Hartel, 2004).

3.2.3.3. Cinética de cristalizacion

Los ensayos cinéticos se desarrollaron evaluando el SFC real en el tiempo
utilizando el mismo equipo mencionado en el apartado 3.2.3.1 empleando las siguientes
condiciones de corrida: las muestras se fundieron a 100°C por 15 min y se llevaron a
temperatura de cristalizacién empleando dos velocidades de cristalizacion: una rapida
(20°C/min) y otra lenta (1°C/min). El tiempo cero fue el momento en el cual la muestra
alcanz6 la temperatura de cristalizacién. Los valores de SFC de las muestras se
midieron cada 5 minutos durante 2 horas (120 minutos). Se seleccionaron 2 h ya que en

ese tiempo el SFC medido alcanzo el valor asintotico para esa temperatura (SFCmax).

Los datos obtenidos a partir de las curvas de SFC en funcion del tiempo
permitieron caracterizar la cinética de cristalizacion mediante el ajuste de estas curvas
con la ecuacion de Avrami, usando una regresion no lineal con la ayuda del software

Origin 8.

La ecuacion de Avrami tiene la siguiente forma:

YO

— Q
Yoo, P

Donde t, indica el tiempo del proceso de cristalizacion; SFC(t), describe el

contenido de grasa solida (%) a un dado tiempo t; SFCmax, indica el contenido méximo
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de grasa sélida alcanzado cuando el tiempo tiende al infinito o SFC en el equilibrio; k es
la constante de Avrami que representa la velocidad de cristalizacion (min™); y n es el

exponente de Avrami, o indice de cristalizacion y es adimensional.

Este ajuste no tuvo en cuenta la parte de la curva que correspondia al tiempo de
induccién de la cristalizacion, siendo el tiempo de induccién definido como el tiempo
necesario para que se forme un nucleo con un radio mayor al radio critico en la fase
liguida (Padar et al., 2008)

El conocimiento de estos pardmetros nos permitié obtener informacion acerca

del tipo de crecimiento y de la estructura final de la red cristalina.

3.2.4. Determinaciéon de las curvas de cristalizacion y fusion por Calorimetria

Diferencial de Barrido (DSC)

El comportamiento térmico de las grasas fue estudiado por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC). Esta técnica utiliza el principio del flujo de calor, en el cual
la energia, en forma de calor, es proporcionada por una misma fuente de energia. El
calor es administrado simultAdneamente a una celda de medida que contiene la capsula
con la muestra y a una celda que contiene una capsula vacia que sirve de referencia.
En base a esto, el equipo mide la diferencia de absorcién o liberacién de calor entre la
capsula con la muestra y la capsula de referencia. Esta diferencia queda registrada y
constituye una curva de DSC. Este gréfico permite caracterizar cambios asociados con

transiciones de fase, tales como fusion y cristalizacién, entre otras (Campos, 2013).

Para realizar las experiencias de esta tesis se usé un equipo DSC marca
Shimadzu modelo DSC-60 que se calibra con un patron de indio. Como el mismo tiene
temperaturas de fusion y entalpias conocidas se emplea para verificar el correcto
funcionamiento del equipo. Para evitar la humedad en la celda de medida se empled un
flujo de nitrégeno gaseoso de 30 ml/min como gas de arrastre. Para realizar los

tratamientos térmicos se usoé un flujo de nitrégeno liquido de 30 ml /min lo que permitid
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enfriar la muestra hasta 0°C. La muestra se pesd con una precision de 0,1 mg y se
colocé una cantidad de muestra menor o igual a 5mg en la capsula de DSC de aluminio.
Cada capsula fue herméticamente sellada y transferida a la celda del DSC programada

con la siguiente corrida:

U Se fundi6 la muestra llevandola de temperatura ambiente hasta 60°C por 15 minutos,
a una velocidad de 10°C/min, para borrar la historia térmica de las muestras.

U Se enfrid6 de 60°C hasta 0°C a una velocidad de cristalizacion seleccionada y se
mantuvo a 0°C por 30 minutos.

U Se calent6 la muestra de 0 °C hasta la temperatura de cristalizacion, a una velocidad
de 10°C/min, manteniéndose la temperatura isotérmicamente por 30 minutos, y
finalmente,

U Se fundi6é desde T¢ hasta 80°C por 2 minutos a una velocidad de 5°C/min.

Se podria haber empleado un protocolo mas sencillo cristalizando la muestra,
directamente, a partir de la muestra fundida y llevandola hasta la temperatura de
cristalizacion de interés. Para las grasas de cupuassu y cacao, sin embargo, el tiempo
necesario para gue cristalicen con este tratamiento térmico sencillo era demasiado largo
por lo que se optd por agregar una etapa mas cristalizando la muestra hasta 0°C para
después llevarla a la temperatura de cristalizacion (T¢) de estudio. De esta manera se

obtuvieron picos de fusién en tiempos experimentales razonables.

El software TA6OWS (Thermal Analysis Workstation) se us6 para obtener los
termogramas y analizar los datos. En el termograma se represento el flujo de calor en
funcion del tiempo. La direccién del pico indica si el evento térmico es exotérmico o
endot ®r mi co . En el caso de este equipo,

proceso de cristalizacion, que corresponde a un evento exotérmico; mientras que un

pico orientado para abajo (2) represent a

evento endotérmico.
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El analisis de los termogramas obtenidos proporcion6 informacion acerca de los

siguientes parametros:

U La ental p2aiqdaee farsiis tna lf gpkiseobtienan dé lgaktegracion
del area bajo la curva de la correspondiente transicion de fase. Las mismas se expresan
en Joules/gramo.

U La temperatura de fusién (Tm) y de cristalizacion (T¢), que corresponden al valor
maximo del pico de fusién y cristalizacion, respectivamente. Las mismas se expresan

en °C.

3.2.5. Determinacion de la microestructura de los cristales de grasa por

microscopia Optica de luz polarizada (PLM)

Las imagenes de la microestructura de las grasas fueron obtenidas usando la
técnica de Microscopia de Luz Polarizada (PLM). Las grasas estan formadas por una
fase liquida incluida dentro de una matriz cristalina. La fase sélida cristalizada
corresponde normalmente a un material anisotrépico y por tanto birrefringente, mientras
gue la fase liquida corresponde a un material isotrépico no birrefringente (Gilabert-
Escriva, 2002). Segln estas caracteristicas de las grasas, la técnica de PLM, ademas
de aprovechar la interaccion de la luz con los materiales como cualquier otro
microscopio Optico, permite también distinguir entre materiales isotrépicos vy
anisotropicos con el uso de la luz polarizada, aprovechando el alto contraste entre la

fraccion solida birrefringente de la grasa y la fraccién liquida no birrefringente.

Un microscopio de luz polarizada esta equipado con una fuente de luz y dos
polarizadores, ademas de otros elementos. Un haz de luz corresponde a un conjunto de
ondas electromagnéticas que vibran perpendicularmente a la direccion de propagacion
de la luz, siendo todas las direcciones de vibracion igualmente probables. Los
polarizadores son filtros de moléculas poliméricas orientadas en una sola direccion, de

tal forma que, solo las ondas que vibran en un solo plano pueden atravesarlo, mientras
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que el resto de las ondas son absorbidas; de esta manera se crea la luz polarizada. El
primer polarizador esta posicionado en el paso de luz, entre la fuente de luz y la muestra
a analizar; y el segundo polarizador, llamado analizador, esta ubicado en el paso éptico
entre el objetivo y el tubo de observacion. Cuando la luz polarizada incide contra la
fraccion sélida de la grasa y la atraviesa, este material anisotrépico actia como un
divisor del haz de luz de modo que, la luz polarizada se refracta en dos rayos, cada uno
polarizado y refractado en angulos rectos entre si y viajando a velocidades diferentes.
Este fendmeno de doble refraccién se conoce como birrefringencia. A diferencia de la
fraccion sélida de la grasa, la fraccion liquida no refracta la luz, siendo no birrefringente.
El analizador recibe los rayos refractados por la fraccién sélida y los recombina haciendo
que viajen en la misma direccion y que vibren en el mismo plano. De este modo se
asegura que las ondas estén en fase logrando asi un contraste maximo. Debido a este
gran contraste que se crea por el uso de los filtros polarizadores, los cristales de grasa
birrefringentes se muestran como estructuras brillantes, mientras que el aceite liquido
permanece oscuro. Estat®c ni ca permite observar cristales

tamafio (Delly, 2008; Campos, 2013).

Para observar in vivo el proceso de cristalizaciéon de las grasas se utilizd6 un
microscopio de luz polarizada marca Carl Zeiss acoplado con un sistema de
calentamiento y enfriamiento, marca Linkam, modelo LTS 120; que consta de una
plataforma de control de temperatura LTS120 y un sistema controlador LinkPad T95.
Este sistema Linkam esta conectado a una bomba de circulacion de agua, modelo ECP,
que sirve para enfriar la plataforma. El microscopio también cuenta con una cdmara
digital incorporada que tiene su propio software ZEISS Efficient Navigation, edicién azul
(abreviado como ZEN 2.3 blue edition) que permite adquirir, procesar y analizar las

imégenes (Fig. 3.2).
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Figura 3.2. Descripcion del Microscopio de luz polarizada Carl Zeiss y del Sistema de
calentamiento y enfriamiento Linkam LTS 120: A) Microscopio, B) Bomba de circulacién
de agua modelo ECP, C) Plataforma de control de temperatura LTS120, D) Sistema
controlador LinkPad T95, E) Camara digital acoplada, F) Sowftaware ZEN 2.3 edicion

azul.

Para iniciar el ensayo, se colocaron 1 0 ¢ | de |l a grasa, previ ame
laminas portaobjetos de 26 x 76 mm y cubierta con cubreobjetos W22G (22 x 0.17 mm).
Los portaobjetos fueron colocados en la plataforma controladora de temperatura
previamente programada con ciertas condiciones de temperatura, velocidad de
calentamiento y enfriamiento y tiempo. Los tratamientos térmicos consistieron en una
primera etapa de fusion que consistio en llevar a la muestra desde temperatura ambiente
a 60°C a una velocidad de 10°C/min por 30 minutos para borrar la memoria cristalina de
la muestra; y en una segunda etapa de cristalizacion, que consistio en llevar la muestra
desde 60°C hasta una temperatura de cristalizacion (T¢) seleccionada, a una velocidad
de enfriamiento determinada. Se ensayaron velocidades de cristalizacion de 1 vy
10°C/min. El tiempo cero fue el momento en el cual la muestra alcanzé la temperatura
de cristalizacion. La muestra se mantuvo a T. en forma isotérmica durante 3 horas.

Durante esas 3 horas se tomaron fotografias en un mismo campo cada 5 minutos para
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observar el crecimiento de los cristales usando el lente objetivo de 50X; finalmente luego
de transcurridas las 3 horas se tomaron fotografias en diferentes campos usando el

lente objetivo de 10X.

Segun Berger et al. (1979), citado por (Ruscheinsky, 2005), las principales

estructuras cristalinas que se encuentran en las grasas son:

U Esferulitas Tipo A: cristales con nucleo compacto, rodeados de agujas largas y finas,
distribuidas radialmente.

U Esferulitas Tipo B: pequefios nacleos rodeados de cristales orientados
aleatoriamente.

U Tipo manojo: grupos de cristales pequefios, aproximadamente esféricos, dispuestos
aleatoriamente.

U Tipo aglomerados: agregados de cristales: esferulitas y manojos.

La técnica de PLM, acoplada al procesamiento de imagenes, permite estudiar el
proceso de cristalizacion de forma cualitativa y de forma cuantitativa. De esta manera,
se puede observar la evolucion del proceso de cristalizacién bajo diferentes condiciones
de enfriamiento, pudiendo distinguir las diferentes formas polimérficas que se van
creando en el proceso y también se puede determinar el nUmero de cristales, el diAmetro

de los cristales, el area cristalizada, la dimension fractal, etc.

3.3. Efecto delas variables de proceso

3.3.1. Efecto de la temperatura de cristalizacion

Para evaluar el efecto de la temperatura de cristalizacion (Tc) sobre el
comportamiento de cristalizacién, el comportamiento térmico y el comportamiento
polimorfico, se seleccionaron las siguientes temperaturas: 15, 16, 17, 18, 19, 20y 25°C.
Las muestras se evaluaron utilizando las técnicas de Contenido de Grasa Sdélida (SFC),

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Microscopia de Luz polarizada (PLM).
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3.3.2. Efecto de la velocidad de enfriamiento

Para evaluar el efecto de la velocidad de cristalizacion sobre el comportamiento
de cristalizacion, el comportamiento térmico y el comportamiento polimérfico, se
emplearon dos velocidades diferentes: velocidad rapida (10°C/min) y velocidad lenta
(1°C/min). Las velocidades se seleccionaron teniendo en cuenta los estudios publicados
sobre otras materias grasas en los que se consideran rapidas las velocidades mayores
a 1°C/min y lentas las que son igual o menor que 1°C/min. Las técnicas utilizadas para
evaluar las propiedades fisicas mencionadas fueron Contenido de Grasa Sélida (SFC),

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), y Microscopia de Luz polarizada (PLM).

3.3.3. Efecto de los aditivos

En el desarrollo de esta tesis se utilizo el éster de sacarosa del acido esteérico
(S-170) producido y proporcionado por la empresa Ryoto®Mitsubishi-Kagaku Foods
Corporation de Japén. Este aditivo es una mezcla comercial de ésterescon 1 % de diy
tri ésteres y 99 % de poliésteres (Fig. 3.3). Tiene un valor de HLB = 1, es decir, que es
de caracter hidrofébico por lo que es muy soluble en grasas; y un punto de fusién Mettler
de 59.5°C. Este emulsificante es un compuesto no téxico y que no aporta ni flavor ni

sabor a los alimentos y es facilmente degradable (Ribeiro et al., 2015)

a) CH20R CH:0R )
H
H H H O
OH OR H H O CHz0R CH3(CH2)15CH2

Figura 3.3. Estructura quimica de un oligoéster de sacarosa (a). En el caso del
emulsificante S-170 el R corresponde, en un 99%, a una molécula de estearoil (b)
(Katsuragi et al., 2000)
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Para evaluar el efecto del éster de sacarosa del acido graso esteérico (S-170)
sobre el comportamiento fisicoquimico de las materias grasas objeto de este trabajo de
tesis, a las muestras fundidas se les agregd S-170 en una concentracion de 1% p/p.
Este porcentaje es el 50% del valor permitido por la FDA en su cédigo federal regulatorio
donde especifica que los oligoesteres en chocolateria o grasas sustitutas de la manteca
de cacao deben utilizarse en niveles que no excedan el 2% (codigo federal regulatorio
FDA-21CFR172.869&lista de estados de aditivos alimentarios de la FDA-172.869). Por
otra parte este mismo porcentaje se utilizd en estudios previos realizados por nuestro
grupo de trabajo y por otros grupos externos. Awad & Sato (2002) emplearon esta
misma proporcidn en aceite de palma y Chaleepa et al. (2010) la usaron en aceite de
coco. La FAO (Food and Agriculture Organization) en la 73" reuniéon del comité de
evaluacion de los riesgos asociados con las sustancias quimicas (JECFA) establecio
para los ésteres de sacarosa de acidos grasos (cddigo de aditivo para estos compuestos
E 473) una Ingesta Diaria Admisible (IDA) de 0 - 30 mg/kg de peso corporal/dia (FAO,
2010). Por su parte la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) emitié un
dictamen sobre esta sustancia y establecié una ingesta diaria aceptable de hasta 40
mg/kg de peso corporal/dia (European_Food_Safety Authority, 2004). Al dia de hoy no
se conocen para esta sustancia efectos adversos sobre la salud. Aquellos que poseen
un contenido de mono, di y tri ésteres igual o mayor a 80% son considerados GRAS

(Generally Recognized as Safe) por la FDA y pueden usarse sin restricciones.

Para evaluar el efecto del agregado de S-170 sobre el comportamiento de
cristalizacion, el comportamiento térmico y el comportamiento polimérfico se tuvieron en
cuenta solo las grasas puras y las mezclas con 10, 20 y 30% de grasa de cupuassu. Se
seleccionaron las mezclas con mas potencial para reemplazar grasas trans en los
alimentos o para ser usadas como extendedores de cacao en productos de chocolateria.
Para agregar S-170 a las muestras se fundi6 completamente cada una de las grasas

puras y las mezclas en una placa calefactora a 80°C. Se empleé un agitador magnético
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que giraba a una velocidad de 50 rpm y se agregé lentamente el aditivo hasta que se
disolviera completamente. Todas las muestras que contenian el aditivo (Tabla 3.1) se
almacenaron en el freezer a -18°C hasta el momento de su utilizacion para cada una de
las determinaciones. Las técnicas que se emplearon fueron las siguientes: Contenido
de Grasa Sdlida (SFC), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), y Microscopia de Luz

polarizada (PLM).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Contenido de grasa so6lida en el equilibrio

El contenido de grasa sélida (SFC) en el equilibrio, es decir en funcion de la
temperatura de cristalizacién, de la manteca de cacao, de la grasa de cupuassu y de las
mezclas de grasa de cupuassu y manteca de cacao en proporciones 10/90, 20/80,
30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30, 80/20 y 90/10% p/p fue evaluado usando la técnica
de resonancia magnética nuclear (RMN), enfriando las materias grasas a temperaturas

de 10, 15, 20, 25, 30, 35y 40°C (Tabla 4.1).

Los resultados mostraron que para una misma temperatura de cristalizacion la
grasa de cupuassu presenté menor contenido de grasa sélida que la manteca de cacao,
y que para ambas materias grasas a temperaturas mayores a 35°C, el SFC fue cercano
a cero. Es deseable que a la temperatura corporal una materia grasa funda totalmente
dado que de no ser asi produciria una sensacién serosa en la boca. Este resultado
indica que ambas materias grasas serian adecuadas para productos de chocolateria.
Este comportamiento se reflejé también en las mezclas, observandose que al aumentar
la proporcion de grasa de cupuassu disminuy6 el SFC para una misma temperatura.
Por otro lado, Nebesny & Zyzelewicz (2005), citados por Richter & Lannes (2007),
mencionan que cuando la concentracién de grasa es menor de 27% de su peso, el
chocolate pierde su suavidad y su capacidad de fundir en la boca. Todas las mezclas
mostraron un SFC mayor a 27% a 25°C, lo cual muestra su potencial en la elaboracion

de chocolates.
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Tabla 4.1. Contenido de grasa soélida en el equilibrio de la grasa de cupuassu (GC), de la manteca de cacao (MC) y de las mezclas de manteca de
cacao con 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90% p/p de grasa de cupuassu.

Tem'zoeé;"‘t“ra 100%GC  90%GC  80%GC  70%GC  60%GC  50%GC  40%GC  30%GC  20%GC  10%GC  100%MC
10 43,10 47,85 50,68 54,00 58,31 61,99 66,69 68,64 73,83 78,19 81,37
15 35,31 40,10 42,36 45,88 49,86 53,40 58,91 61,65 66,51 71,13 75,47
20 30,66 34,91 36,39 38,84 42,61 46,33 51,82 54,26 59,43 64,06 69,21
25 23,40 27,16 27,38 28,44 30,88 33,10 37,90 40,16 46,56 53,04 59,41
30 9,81 12,08 13,02 13,72 15,87 17,53 20,46 21,52 25,36 30,09 35,43
35 0,00 0,38 0,42 0,26 0,39 0,28 0,16 0,21 0,18 0,26 0,27
40 0,00 0,00 0,00 0,04 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06
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4.2. Compatibilidad de las mezclas.

Con los resultados de SFC en el equilibrio (Tabla 4.1) se construyé el diagrama

de fase de iso-sélidos (Fig. 4.1). Como se puede observar en la Figura 4.1, no se

evidenciaron efectos eutécticos significativos. El contenido de sdlidos disminuyd en

forma lineal no observandose depresiones en las lineas para todos los SFC graficados.

Este diagrama mostro que todas las mezclas son compatibles y miscibles a todas las

temperaturas analizadas, es decir que no hay incompatibilidad quimica entre las

moléculas de los TAG presentes en las mezclas. Sin embargo, para todas las muestras

se observaron efectos de dilucion que resultaron mayores conforme aumenta la

proporcion de grasa de cupuassu. A partir de la muestra con 30% de GC el efecto es

muy significativo. Es esperable que un agregado mayor al 30% disminuya mucho el

punto de fusién y la mezcla no sea adecuada para chocolateria.
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Figura 4.1. Diagrama de fase de Iso-sélidos para las mezclas de manteca de cacao

(MC) y grasa de cupuassu (GC).
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Para evaluar el efecto de la temperatura de cristalizacién, de la velocidad de
cristalizacion y de la adicion del emulsificante S-170 sobre las propiedades de las
materias grasas, se trabajo soélo con las grasas puras (100% MC y 100% GC) y con tres
de las mezclas (mezclas con 10, 20 y 30% de GC) ya que como se puede concluir a
partir de los datos de la Tabla 4.1 y de la Figura 4.1, mezclas con mayor porcentaje de
GC tendrian un contenido de sélidos y un punto de fusion muy bajos. Desde el punto de
vista practico, existen en el mercado productos alimenticios que pueden no denominarse
chocolates pero se comercializan en barras muy similares en las que se indica el
porcentaje de cacao que puede ser de 70% o mayor. Considerando los productos ya
existentes, las mezclas objeto de este estudio tendrian potencial para la formulacién de

productos similares.

4.3. Caracterizaciéon quimica

4.3.1. Composicién en acidos grasos

La composicién en acidos grasos de la MC, de la GC y de las mezclas que
contenian 10/90, 20/80 y 30/70% p/p de GC y MC se analiz6 mediante cromatografia
gaseosa capilar. Los resultados se presentan en la Tabla 4.2. Los acidos grasos
principales presentes en la MC, la GC y las mezclas de MC con 10, 20 y 30% de GC
fueron los saturados palmitico y estearico. El acido oleico fue el acido graso insaturado
presente en mayor porcentaje. El acido graso C12:0 (laurico) no se encontrd presente
con lo que se evidencié que estas materias grasas no correspondian a la categoria de
grasas lauricas. El acido elaidico (C18:1 trans) tampoco estuvo presente en cantidades
detectables con este método con lo que se puede concluir que estas muestras no

presentaban grasas trans.
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Tabla 4.2. Composicién en acidos grasos de la manteca de cacao pura (MC), la grasa

de cupuassu pura (GC) y sus mezclas.

Acidos grasos  100% MC  10%GC 20%GC 30%GC  100% GC
Cl6:1 0,29 0,27 0,26 0,24 0,12
C16:0 2511 23,3 21,48 19,67 6,97
C18:3 0,08 0,09 0,09 0,1 0,13
C18:2 3,52 3,52 3,53 3,53 3,55
Ci8:1 36,47 37,06 37,64 38,23 42,32
C18:0 33,33 33,31 33,28 33,26 33,08
C20:1 0,09 0,12 0,15 0,19 0,41
C20:0 1,02 2,03 3,04 4,04 11,1
C22:0 0,09 0,31 0,54 0,76 2,32

S 59,55 58,94 58,33 57,73 53,47
MU 36,85 37,45 38,05 38,65 42,85
PU 3,6 3,61 3,62 3,62 3,68

Abreviaturas: S=saturados, MU= monoinsaturados, PU= poli-insaturados
Manteca de cacao (MC), grasa de cupuassu (GC)

La GC presenté mayor cantidad de acidos grasos insaturados (46,53%) que la
MC (40,45%), predominando los acidos grasos monoinsaturados, con 42.85% y 36.85%
para GC y MC, respectivamente. Por el contrario, la GC presenté menor cantidad de
acidos grasos saturados (53.47%) que la MC (59.55%). En la GC, el contenido de acidos
grasos insaturados fue mayor a 45% en tanto que en las mezclas el contenido fue
menor; ademas el porcentaje de acidos grasos poli-insaturados fue menor a 5% tanto
en las grasas puras como en las mezclas. Estos son dos de los requisitos necesarios
para considerar una materia grasa como equivalente de cacao y las mezclas analizadas

las rednen.

De acuerdo con los resultados de la Tabla 4.2 las muestras estudiadas serian
adecuadas para productos de chocolateria. Luccas (2001) y Gruber (2010) analizando

muestras de GC de otros origenes obtuvieron una composicion en &cidos grasos similar
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a la reportada en la Tabla 4.2. Mirando especificamente el contenido de acidos grasos
en particular, en la GC, el &cido palmitico (C16:0) fue significativamente menor (6.97%)
que en la MC (25.11%). Por el contrario, el contenido de acido araquidico fue mucho
mayor en la GC que en la MC, observandose valores de 11.10% y 1.02%,
respectivamente (Tabla 4.2). Ambas grasas mostraron alto contenido de acido graso
oleico (C18:1). Sin embargo la GC presentdé mayor cantidad de este &cido graso
(42.32%), comparada con la MC (36.47%); y el contenido de acido estearico (C 18:0)

fue muy similar en ambas materias grasas.

Esta generalmente aceptado que el &cido palmitico (C16:0) esté& relacionado con
el aumento de los niveles de colesterol en sangre, mientras que el acido estearico esta
considerado neutral (Crupkin & Zambelli, 2008; Hunter et al., 2010; Kris-Etherton et al.,

2005)

Los resultados muestran que las mezclas con 10, 20 y 30% de GC aportarian
menor cantidad de acido palmitico en las formulaciones que la MC al mismo tiempo que
mantendrian un contenido de acido estedrico similar al de la misma. Ademas, el uso de
cualquiera de estas tres mezclas, incrementa el porcentaje de &cido oleico en la
formulacion. Estos resultados pueden ser considerados como una ventaja, desde el
punto de vista nutricional, siendo la GC y las mezclas con MC alternativas mas

saludables que la MC pura.

4.3.2. Composicion en triacilglicéridos

La composicion gliceridica de la manteca de cacao, de la grasa de cupuassu y
de las mezclas con 10/90%, 20/80%, 30/70% de grasa de cupuassu y manteca de
cacao, respectivamente, se analizé6 mediante HPLC. Los resultados del analisis de todas

las muestras se presentan en la Tabla 4.3.
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Tabla 4.3. Composicion gliceridica de la manteca de cacao pura (MC), la grasa de

cupuassu pura (GC) y de sus mezclas.

TAG 100% MC 10%GC 20%GC 30%GC 100% GC

(Wt%) (Wt%) (Wt%) (Wt%) (Wt%)
PLP 1,80 1,78 1,75 1,73 1,56
000 i 0,36 0,73 1,09 3,63
POO 3,51 3,90 4,29 4,68 7,40
POP 20,37 18,56 16,75 14,95 2,29
Stoo 3,08 5,39 6,80 8,21 18,09
POSt 41,43 38,61 35,78 32,96 13,19
OOA i 0,86 1,73 2,59 8,63
Stost 26,96 27,01 27,06 27,12 27,48
PStSt i 0,13 0,27 0,40 1,33
StOA 1,95 3,00 4,05 5,09 12,43
Otros - 1,26 2,52 3,78 12,60
SSS i 0,13 0,27 0,40 1,33
SUU 7,49 9,29 11,09 12,89 25,49
UUU i 0,36 0,73 1,09 3,63
U(FAOSS”'SZ 0 982 96,47 94,73 93,01 93,14
(3285 w) 8876 84,18 79,60 75,02 42,96
StOSt/Sto0 6,8 5,0 4,0 3,3 1,5

Abreviaciones: A = 4cido araquidico (C20:0), L = 4cido linoleico (C18:2), O = 4cido
oleico (C18:1), P = &cido palmitico (C16:0), St = &cido estearico (C18:0); S =

saturado, U = insaturado, UFA = 4cido graso insaturado. (-) No identificado

Los TAGs POP, POSt, StOSt y StOA se denominan simétricos debido a que el
acido graso insaturado (el acido oleico) se encuentra en la posicion sn-2 de la molécula
de glicerol y los &cidos grasos saturados (palmitico, estearico y araquidico) se ubican
en las posiciones sn-1y 3. Los resultados mostraron que, en la manteca de cacao y en
las mezclas, predominaron los TAGs tipo simétrico SOS (saturado-oleico-saturado) y en
particular los TAGs POP, POSt y StOSt. La cantidad de estos TAGs fue menor en la

grasa de cupuassu (56.95%) que en la manteca de cacao (92.51%). En las mezclas se
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observé que el contenido de TAGs simétricos disminuyé conforme aumentaba la
concentracion de cupuassu, mostrando que para las mezclas con 10, 20 y 30% de grasa
de cupuassu tuvieron un contenido mayor a 65%. Ademas, todas las muestras
presentaron TAG con acidos grasos insaturados en la posicion sn-2 mayor a 85%. Estos
valores son otros de los requisitos necesarios para poder considerar una materia grasa

como equivalente de cacao.

En base a la composicion acidica y gliceridica de las grasas puras se podria
concluir que por si sola la grasa de cupuassu no podria ser considerada como grasa
equivalente a la manteca de cacao (CBE). Sin embargo, las mezclas de cacao y
cupuassu mantienen las caracteristicas de composicion requeridas para ser
consideradas como CBE y por ello poseen gran potencial para aplicaciones en

chocolateria con un precio inferior al de la manteca de cacao pura.

4.4. Contenido de grasa so6lida durante la cristalizacién isotérmica

Se ha reportado que la cristalizacion de las materias grasas se ve influenciada
por su composicion, la temperatura de cristalizacion (T¢), la velocidad de enfriamiento y
la adicion de aditivos (Bootello et al.,, 2013). Los efectos de estos factores en la
cristalizaciéon se ven reflejados en la forma de las curvas SFC vs. tiempo. Con el fin de
evaluar estos efectos sobre el comportamiento de cristalizacién de las materias grasas
objeto de este trabajo de tesis se analizd, en condiciones isotérmicas, el contenido de
grasa sélida (%SFC) de las muestras seleccionadas en base al diagrama de iso-sélidos
(100% MC, 100% GC, 10% GC, 20% GC y 30% GC). Las muestras se enfriaron a
diferentes temperaturas de cristalizacion (T. = 15, 16, 17, 18, 19, 20y 25°C) y empleando
condiciones de velocidad de enfriamiento rapida (10°C/min, Figs. 4.2 y 4.4) o lenta
(1°C/min, Figs. 4.3 y 4.5). Se analizaron muestras sin aditivos (Figs. 4.2 y 4.3) y con el

agregado de S-170 (Figs. 4.4 y 4.5). De estos experimentos se obtuvieron curvas de
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%SFC en funcion del tiempo (min) que brindaron informacion acerca del proceso de

cristalizacion (Figs. 4.2, 4.3, 4.4y 4.5).

A valores de T, entre 15°C y 18°C, las curvas de cristalizacion de las muestras,
con y sin el agregado del emulsificante, mostraron forma hiperbdlica, lo cual indicé que
el proceso de cristalizacion ocurri6 con facilidad, es decir con una velocidad de
nucleacién alta. Sin embargo, muchas de estas curvas presentaron un tiempo de
induccién de cristalizacion (_) que, en general, fue aumentando conforme aumentaba la
temperatura de cristalizacion, o expresado de otra manera, conforme disminuia la fuerza
impulsora de cristalizacion. Hachiya et al. (1989), citados por Ribeiro et al. (2015) ya
habian mencionado este efecto de la temperatura sobre el _ ®&sto explica, que las
moléculas necesitaron un tiempo a la temperatura de cristalizacién para reacomodarse
y formar los nicleos de cristalizacion. Una vez formados el proceso de cristalizacion fue

rapido obteniéndose una curva hiperbolica.

A 19 y 20°C el comportamiento de cristalizacién fue diferente. Las curvas de
cristalizacion presentaron forma sigmoidea indicando que el proceso de nucleacién fue
mas lento al observado a temperaturas mas bajas y que probablemente el mecanismo
de cristalizacién fue distinto al observado a temperaturas entre 15°C y 18°C (Figs. 4.2,
4.3, 4.4 y 4.5). Es importante mencionar que las curvas de cristalizacién a 25°C no se
muestran en las figuras ya mencionadas debido a que en todas las muestras el SFC se
aproximo a cero. Las muestras no cristalizaron en el intervalo de tiempo seleccionado

para estos ensayos.

A las T¢ 15 y 16°C, la MC sin agregado de emulsificante y cristalizada a una
velocidad de enfriamiento rapido no presenté tiempo de induccién (_), lo cual indic6 que
la nucleacion tuvo lugar de manera rapida (Fig. 4.2) y que las moléculas se
reacomodaron para formar los nucleos en el tiempo que transcurri6 durante el
enfriamiento desde la temperatura de fusién de la muestra hasta la T.. Cuando la Tc

seleccionada fue 17°C, hubo un _ medible por RMN. El valor de _ aument6 conforme
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aumento la T.. Este comportamiento se observé entre 17 y 19°C. Como se menciond
anteriormente, a 20°C la curva de MC present6 una forma sigmoidea. Por el contrario,
la GC present6d _ en todo el rango de T. estudiadas (15-20°C), lo cual podria significar
que la GC necesitd cierto tiempo a la temperatura de cristalizaciébn para generar un
ndcleo estable en la fase liquida. En este caso, _ también aument6 conforme aumenté
la Tc. A 19°C, la GC mostré una curva de cristalizacion con forma sigmoidea indicando
una cinética de cristalizacion mas lenta que la de MC, lo que se puede inferir del hecho
gque a esa temperatura la MC present6 todavia una curva hiperbdlica. Por otra parte, las
mezclas con 10%GC, 20%GC y 30%GC tuvieron un comportamiento similar al de la
MC. Sin embargo, las mezclas con 20%GC y 30%GC cristalizadas a 18°C y 19°C
presentaron un _ incluso mayor al de la GC. Una posible explicacion seria que a pesar
de ser materias grasas compatibles, el agregado de GC a la MC dificulté la cristalizacion
a esas temperaturas, pudiendo ser la cristalizacion de la mezcla con 30%GC la mas
afectada debido al efecto de dilucién anteriormente observado. A 20°C, las tres mezclas
se comportaron de forma diferente a la MC y a la GC mostrando curvas de formas

intermedias entre ambas.

La Figura 4.3 muestra las curvas SFC vs. tiempo correspondientes a las
muestras sin el agregado de emulsificante, enfriadas a velocidad lenta. La MC presenté
las mismas formas en las curvas de cristalizacion que las observadas a velocidad rapida
en el rango de 15 a 19°C. Sin embargo, los _ fueron menores a los observados en la
cristalizacion rapida. La diferencia mas notoria fue en la cristalizacién a 20°C,
observandose una curva hiperbdlica con un valor de _ alto. La curva correspondiente a
la velocidad de cristalizacion rapida present6 forma sigmoidea y un tiempo de induccion
aun mayor. Las curvas de cristalizacion de la GC obtenidas a velocidad lenta no
mostraron diferencia con respecto a las observadas en el enfriamiento rapido, pero si
se encontrd una pequefa disminucion en el _. Esto pareceria indicar que en el caso de

velocidad lenta hubo reacomodamiento en la conformacion de los TAG a medida que
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se alcanzé la temperatura de cristalizacion. Para TAG puros se ha reportado que los _

de las formas polimérficas crecen con la estabilidad de la celda cristalina (Boistelle,

1988) . Es decir, la forma U pose® wn etsiteammpa ed d

b. La forma U cristaliza primero porque
tres. Pero al ser la mas inestable se transforma en bd bpsegun las condiciones de
cristalizacién y la composicién quimica de la materia grasa. Como las formas b6 bge
obtienen cristalizando las materias grasas a velocidades mas lentas, teniendo en cuenta
el polimorfismo, la tendencia esperada para la variacion de los valores de _ con la
velocidad de enfriamiento seria la contraria. Esto indicaria que el comportamiento
polimorfico de estos sistemas no se vié afectado por la velocidad de enfriamiento y que
el tiempo para alcanzar la conformaciéon molecular adecuada para dar un ndcleo estable
es el parametro que mas afecta los _ en estos sistemas. Esta hipétesis se exploré con

mayor profundidad empleando otras técnicas como DSC y PLM.

En el caso de las mezclas con 10 y 20% de GC, sin agregado de S-170, no se
observaron variaciones en las curvas de cristalizacion ni en el _ con la velocidad de
enfriamiento. En la muestra con 30% de GC cristalizada entre 15 y 19°C se mantuvo el
mismo comportamiento tanto en el enfriamiento rapido como en el lento. Sin embargo,
a 20°C la forma de la curva de cristalizacién cambié con la velocidad indicando una

probable diferencia en el comportamiento polimérfico.

Cuando a las muestras de la Figura 4.2 se les agreg6 el emulsificante S-170 y
se las enfri6 a velocidad rapida (10°C/min) se obtuvieron los resultados que se
presentan en la Figura 4.4. Todas las curvas SFC vs. tiempo para la MC con S-170
presentaron forma hiperbdlica. En el rango de temperatura entre 15 y 19°C el _
disminuy6 con respecto a las curvas de las muestras sin S-170, enfriadas a velocidad
rapida. A 20°C, la adicién del emulsificante provocé la transformacién de la forma de la

curva de cristalizacion de sigmoidea a hiperbdlica. Sin embargo, el comportamiento del

76

t

ene



parametro _ fue el mismo que a las restantes temperaturas, presentado valores menores
gque en ausencia del emulsificante. En la GC +S-170, la adicion del emulsificante también
disminuyé _ entre 15 y 20°C. Las muestras 10%GC+S-170, 20%GC+S-170 y
30%GC+S-170 se comportaron de forma similar a la MC+S-170. En general, el efecto
de S-170 sobre la cristalizacién de estos sistemas fue de aceleracion del proceso:
menores tiempos de induccion y forma mas hiperbdlica de la curva de cristalizacion.
Este éster tiene un punto de fusion elevado y actu6 como semilla de cristalizacion
favoreciendo la nucleacién, lo que también se conoce como agentes de nucleacion. La
incorporacién de semillas de cristalizacion en la grasa liquida puede promover dos
efectos asociados con el control de la cristalizacion: la disponibilidad de numerosos
nucleos adicionales (conocidos como nucleos confeccionados) y/o superficie para el

crecimiento de los cristales (Metin & Hartel, 2005; Padar et al., 2008, Ribeiro et al., 2015)
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Figura 4.2 Cristalizacion isotérmica de la manteca de cacao (linea roja), grasa de

cupuassu (linea rosada) y sus mezclas: con 10% (linea azul), 20% (linea verde) y 30%

(linea anaranjada) de grasa de cupuassu; sin adicion del emulsificante S-170;

cristalizadas a 15, 16, 17, 18, 19y 20°C, a velocidad rapida (10°C/min).
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Figura 4.3 Cristalizacion isotérmica de la manteca de cacao (linea roja), grasa de
cupuassu (linea rosada) y sus mezclas: con 10% (linea azul), 20% (linea verde) y 30%
(linea anaranjada) de grasa de cupuassu; sin adicion del emulsificante S-170;
cristalizadas a 15, 16, 17, 18, 19 y 20°C, a velocidad lenta (1°C/min).
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Figura 4.4 Cristalizacion isotérmica de la manteca de cacao (linea roja), grasa de
cupuassu (linea rosada) y sus mezclas: con 10% (linea azul), 20% (linea verde) y 30%
(linea anaranjada) de grasa de cupuassu; con adicion del emulsificante S-170;

cristalizadas a 15, 16, 17, 18, 19y 20°C, a velocidad rapida (10°C/min).
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Figura 4.5 Cristalizacion isotérmica de la manteca de cacao (linea roja), grasa de
cupuassu (linea rosada) y sus mezclas: con 10% (linea azul), 20% (linea verde) y 30%
(linea anaranjada) de grasa de cupuassu; con adicion del emulsificante S-170;
cristalizadas a 15, 16, 17, 18, 19 y 20°C, a velocidad lenta (1°C/min).

Los resultados obtenidos para las muestras con el agregado de S-170 enfriadas
con velocidad lenta (1°C/min) se resumen en la Figura 4.5. Como se puede observar,
en las muestras MC+S-170, GC+S-170, 10%GC+S-170, 20%GC+S-170 y 30%GC+S-

170, la adicion del emulsificante disminuy6 el _ para cada una de las Tcen el rango de
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15 a 20°C, comparado con las muestras sin emulsificante enfriadas a velocidad lenta.
Ademas en las tres mezclas, la adiciéon de S-170 permiti6 modificar las curvas de
cristalizacién observadas a 20°C, cambiando de una forma sigmoidea a una hiperbdlica.
La GC+S-170 mantuvo la misma forma sigmoidea que las muestras sin S-170 enfriadas
lentamente. Estos resultados indicaron que la adicion del emulsificante acelerd el
proceso de nucleacién y también posiblemente el crecimiento cristalino, tal como se

menciond anteriormente.

Las curvas SFC vs. tiempo se ajustaron con el modelo de Avrami para obtener
los siguientes parametros: contenido de grasa sélida maxima (SFCmax), velocidad de
cristalizacién (k), y el indice de Avrami (n). Estos parametros que cuantifican la cinética
de cristalizacion, o cinética de solidificacion, se evaluaron aplicando una regresion no
lineal obteniendo valores de coeficiente de correlaciéon (R?) mayores a 0.96. En base a
los valores de k y n se calcularon los valores del tiempo medio de cristalizacion (ti2)
para cada condicién de cristalizacion, utilizando la Ec. [2]. Los valores de los parametros

de Avrami se muestran en las Tablas 4.4,4.5,4.6y 4.7

Es importante mencionar que las curvas cristalizadas a 25°C no ajustaron al
modelo de Avrami debido a su bajo SFC. Las curvas sigmoideas de la GC con agregado
de S-170, cristalizadas a 19°C y enfriadas a velocidad rapida y lenta y la GC sin
agregado de S-170 cristalizada a 19°C y enfriada a velocidad lenta, ajustaron en alguna
etapa de la cristalizacion, pero no asi la curva de la GC sin adicion de S-170 enfriada a
velocidad rapida (Tabla 4.4). Las curvas sigmoideas observadas a 20°C en la MC a
velocidad rapiday en las tres mezclas a ambas velocidades ajustaron también en alguna
etapa de la cristalizacién. Los problemas de ajuste se deben en general a que las

cinéticas son muy lentas y se hubieran requerido tiempos mayores de medicion.
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Tabla 4.4. Parametros de Avrami para la manteca de cacao (MC), grasa de cupuassu (GC) y sus mezclas con 10%, 20% y 30% GC, sin el

agregado del emulsificante S-170; enfriadas a 15, 16, 17, 18, 19 y 20°C; a velocidad rapida (10°C/min).

Temperatura (°C) Composicion SFCmax. (%) k (min™) n ty2 (Min) R?
MC 84,2+ 0,0 5,05E-01 + 5,71E-03 0,44 + 0,00 2,06 + 0,04 0,9992
10% GC 80,0+ 0,1 3,57E-01 + 4,49E-03 0,52 = 0,00 3,58 £ 0,05 0,9987
15°C 20% GC 75,1+0,1 2,78E-01 + 4,53E-03 0,60 £ 0,00 4,58 + 0,10 0,9994
30% GC 70,1+0,1 1,44E-01 + 5,30E-03 0,79+0,01 7,22+ 0,23 0,9995
GC 36,3+0,1 1,98E-01 + 1,61E-02 0,94 + 0,04 3,79+0,13 0,9962
MC 81,7+0,0 2,66E-01 + 1,46E-02 0,58 £ 0,01 5,16 + 0,33 0,9989
10% GC 77,6 £ 0,0 2,46E-01 + 3,82E-04 0,60 + 0,00 5,63 + 0,00 0,9996
16°C 20% GC 72,0+0,0 1,78E-01 + 5,98E-03 0,70 £ 0,01 6,98 £ 0,15 0,9989
30% GC 66,8 +0,0 1,15E-01 * 3,54E-03 0,84 £ 0,01 8,55+ 0,15 0,9994
GC 34,3+0,0 3,39E-01 * 3,42E-02 0,75 + 0,02 2,61+ 0,28 0,9978
MC 79,2+0,2 1,94E-01 + 1,06E-02 0,64 + 0,01 7,22 + 0,28 0,9997
10% GC 73,2+0,1 7,64E-02 + 1,01E-03 0,88 + 0,00 12,12+ 0,11 0,9981
17°C 20% GC 67,8+0,0 7,33E-02 + 2,15E-03 0,92 + 0,01 11,50 + 0,08 0,9998
30% GC 62,4+0,1 2,15E-03 + 2,84E-03 1,20 + 0,02 14,81 + 0,52 0,9992
GC 33,3+0,1 1,25E-01 + 1,54E-03 1,01 + 0,01 5,41 + 0,15 0,9967
MC 74,7+£0,1 1,48E-01 + 1,45E-03 0,74 + 0,00 8,10 + 0,09 0,9990
10% GC 68,1+ 0,0 3,76E-02 + 1,27E-04 1,11 £ 0,00 13,77 + 0,07 0,9992
18°C 20% GC 62,7+0,1 4,07E-02 + 4,38E-04 1,13+ 0,01 12,34 £ 0,03 0,9991
30% GC 57,4+0,1 1,77E-02 * 6,72E-04 1,37+ 0,01 14,63 £ 0,20 0,9986
GC 32,9+0,3 1,52E-01 + 8,18E-03 0,69 + 0,02 9,15 + 0,00 0,9968
MC 66,5+ 0,2 3,74E-02 + 6,91E-03 1,06 + 0,05 15,70 £ 0,89 0,9992
10% GC 60,5+ 0,7 4,74E-02 + 1,25E-02 1,01 £ 0,07 14,50 £ 1,04 0,9997
19°C 20% GC 54,7+ 0,4 4,40E-02 + 2,74E-03 1,03 £ 0,01 14,58 + 0,56 0,9994
30% GC 485+0,2 1,09E-03 + 1,20E-04 1,93 + 0,00 28,28 + 1,49 0,9995

GC NA NA NA NA NA
MC 8,4+0,2 2,66E-02 +4,57E-03 1,24 +0,06 13,91 £ 0,18 0,9957
10% GC 7,3+0,2 4,07E-04 + 1,84E-04 2,10 £0,16 35,77 £1,58 0,9937
20°C 20% GC 10,7+1,2 3,60E-03 + 3,03E-03 0,16 = 0,25 75,48 £ 5,25 0,9917
30% GC 52+0,1 1,09E-03 * 1,72E-04 1,74 +£0,04 40,66 + 40,66 0,9666
GC 11,1+0,1 4,74E-06 + 1,77E-06 3,40 +0,18 33,58 £241 0,9849
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Tabla 4.5. Parametros de Avrami para la manteca de cacao (MC), grasa de cupuassu (GC) y sus mezclas con 10%, 20% y 30% GC, sin el

agregado del emulsificante S-170; enfriadas a 15, 16, 17, 18, 19 y 20°C; a velocidad lenta (1°C/min).

Temperatura (°C) Composicion SFCmax (%) k (min™) n ty2 (Min) R?

MC 83,3+0,0 6,89E-01 + 3,89E-02 0,39+ 0,01 1,02 + 0,15 0,9959

10% GC 78,4 0,2 4,75E-01 + 3,39E-02 0,50 = 0,02 2,14 £ 0,22 0,9941

15°C 20% GC 74,9+ 0,0 7,07E-01 + 1,75E-02 0,39+ 0,01 0,95 + 0,06 0,9981
30% GC 70,4+0,1 6,30E-01 * 4,30E-02 0,43 £ 0,02 1,26 + 0,19 0,9989

GC 36,1 +0,0 3,83E-01 + 2,44E-02 0,74 + 0,04 2,22+0,11 0,9960

MC 81,2+0,1 3,96E-01 + 2,61E-02 0,51+ 0,02 3,03 £ 0,27 0,9989

10% GC 76,2+0,1 2,70E-01 = 1,01E-02 0,61+ 0,01 4,67 +0,18 0,9990

16°C 20% GC 71,9+ 0,1 3,82E-01 + 1,79E-02 0,53+0,01 3,09+0,19 0,9992
30% GC 66,4+ 0,1 2,68E-01 + 6,80E-03 0,65 + 0,01 4,34 £ 0,10 0,9988

GC 34,2+0,2 8,44E-01 + 7,33E-02 0,44 + 0,03 0,65 * 0,15 0,9983

MC 78,4 +£0,2 2,70E-01 + 1,21E-02 0,59 + 0,02 4,99 + 0,15 0,9987

10% GC 729+0,1 1,73E-01 + 4,29E-03 0,72+ 0,01 6,79 + 0,09 0,9986

17°C 20% GC 68,2 + 0,1 2,47E-01 + 3,05E-03 0,64 + 0,01 5,00 + 0,03 0,9993
30% GC 63,1+0,1 2,04E-01 + 4,65E-03 0,70+ 0,01 5,71 + 0,05 0,9992

GC 33,4+0,3 8,27E-01 + 2,88E-02 0,41 + 0,02 0,65 * 0,07 0,9949

MC 73,5+0,2 2,32E-01 + 5,31E-02 0,64 + 0,06 5,72+ 1,08 0,9993

10% GC 66,8 + 0,0 3,80E-02 + 6,40E-03 1,11 + 0,04 13,88 £ 0,82 0,9981

18°C 20% GC 62,2 + 0,5 1,31E-01 + 4,21E-02 0,81+ 0,09 8,09 + 1,19 0,9994
30% GC 55,8+0,4 6,66E-02 + 7,83E-03 0,98 + 0,03 10,84 + 0,52 0,9996

GC 33,7+1,6 1,29E-01 + 2,91E-02 0,67 + 0,08 12,48 £ 0,25 0,9964

MC 67,2+ 0,5 3,19E-02 + 3,88E-03 1,10 £ 0,03 16,44 + 0,47 0,9990

10% GC 60,2+ 2,3 4,06E-02 + 2,99E-02 1,03 +£0,22 17,96 + 2,97 0,9925

19°C 20% GC 46,3+ 0,2 5,90E-05 + 1,41E-05 2,39 £ 0,02 50,63 + 3,37 0,9949
30% GC 48,2+ 0,5 1,17E-06 * 7,20E-07 3,37 £ 0,09 53,61 + 4,86 0,9971

GC 159+24 3,80E-01 + 5,34E-01 1,19+ 141 6,83 + 8,75 0,9704

MC 64,2+24 1,90E-03 + 1,27E-03 1,65+ 0,11 38,84 + 7,63 0,9999

10% GC 79+0,0 1,13E-02 + 1,43E-02 1,42 +£ 0,45 30,50 + 9,93 0,9984

20°C 20% GC 14,4 + 8,6 2,63E-05 + 2,36E-05 2,24 £ 0,04 115,11 + 60,96 0,9914
30% GC 4,4+0,0 1,88E-01 * 4,36E-02 0,75+ 0,08 5,82 +0,78 0,9819

GC 11,5+0,1 9,22E-06 + 6,78E-06 3,17+ 0,14 36,29 + 3,65 0,9981

84



Tabla 4.6. Parametros de Avrami para la manteca de cacao (MC), grasa de cupuassu (GC) y sus mezclas con 10%, 20% y 30% GC, con el

agregado del emulsificante S-170; enfriadas a 15, 16, 17, 18, 19 y 20°C; a velocidad rapida (10°C/min).

Temperatura (°C) Composicion SFCmax (%) kK (min™) n tuz (Min) R?

MC + S170 82,1+0,3 2,00E-01 + 1,35E-02 0,63 + 0,02 7,28 + 0,36 0,9992

10%GC + S170 76,6 £ 0,0 1,27E-01 = 3,11E-03 0,75+ 0,01 9,56 £ 0,14 0,9991

15°C 20%GC + S170 71,3+0,2 8,97E-02 + 1,97E-03 0,86 + 0,00 10,81+ 0,13 0,9997
30%GC + S170 67,2+ 0,0 1,85E-01 * 2,75E-03 0,71+ 0,00 6,39 + 0,05 0,9994

GC + S170 39,1+0,2 8,75E-01+ 4,74E-02 0,36 + 0,00 0,53 + 0,08 0,9975

MC + S170 80,8+ 1,0 1,22E-01 * 9,98E-03 0,69 + 0,03 12,26 £ 0,29 0,9981

10%GC + S170 72,9+0,0 2,77E-02 = 5,09E-04 1,07 £ 0,01 20,01 £ 0,03 0,9991

16°C 20%GC + S170 67,9+0,2 4,36E-02 + 4,57E-03 0,99 + 0,02 16,35+ 0,58 0,9989
30%GC + S170 63,5+ 0,3 1,11E-01 + 1,15E-02 0,79+ 0,03 10,17 £ 0,42 0,9992

GC + S170 36,5+0,1 5,74E-01 + 5,49E-03 0,49 + 0,01 1,47 £ 0,05 0,9981

MC + S170 77,8+0,1 6,24E-02 + 2,26E-03 0,80 + 0,01 20,06 £ 0,09 0,9945

10%GC + S170 68,6 £ 0,1 3,89E-02 + 3,89E-03 0,99 + 0,02 18,60 + 0,55 0,9988

17°C 20%GC + S170 63,4+0,2 4,49E-02 + 4,07E-03 0,97 + 0,02 16,80 + 0,62 0,9989
30%GC + S170 58,6 + 0,1 6,10E-02 + 1,51E-03 0,92 + 0,01 14,22 + 0,12 0,9986

GC + S170 33,6 +0,1 5,73E-01 + 1,55E-02 0,49 + 0,00 1,48 + 0,08 0,9985

MC + S170 70,4 +0,3 4,51E-02 + 6,76E-03 0,94 + 0,04 18,53 £ 0,99 0,9993

10%GC + S170 64,1+0,1 1,26E-02 + 1,93E-03 1,25+ 0,03 24,64 +£1,10 0,9993

18°C 20%GC + S170 58,9+ 0,5 1,87E-02 + 1,75E-03 1,21 + 0,02 19,91+ 0,78 0,9995
30%GC + S170 54,4+0,1 2,79E-02 + 6,14E-03 1,16 £ 0,05 16,16 £ 1,12 0,9992

GC + S170 30,7+0,1 2,99E-01 + 2,47E-03 0,59+ 0,01 4,17+ 0,17 0,9987

MC + S170 62,9+ 0,5 1,89E-02 + 3,68E-03 1,34 + 0,05 14,79 £ 0,68 0,9917

10%GC + S170 58,4+0,1 2,10E-02 + 2,21E-03 1,22 + 0,02 17,76 £ 0,51 0,9996

19°C 20%GC + S170 52,8+04 2,35E-02 + 3,46E-03 1,22 + 0,04 16,11 + 0,38 0,9993
30%GC + S170 47,8+0,3 1,81E-02 + 1,83E-03 1,32 + 0,03 16,01 + 0,36 0,9987

GC + S170 26,9+ 0,0 3,26E-04 + 1,89E-04 1,86 + 0,13 64,13 + 3,12 0,9983

MC + S170 55,6 + 0,1 1,64E-02 + 2,06E-03 1,21 + 0,03 21,97 £0,72 0,9995

10%GC + S170 51,0+ 0,6 2,82E-02 + 7,35E-04 1,09 + 0,00 18,73 £ 0,60 0,9999

20°C 20%GC + S170 439+1,.2 1,25E-02 + 1,08E-02 1,38 + 0,24 21,42 +£ 4,08 0,9999
30%GC + S170 37,8+ 0,4 2,03E-07 + 1,62E-07 3,72+ 0,12 60,21 £ 4,31 0,9886

GC + S170 12,3+0,2 6,54E-01 + 4,05E-02 0,63 + 0,08 1,11+ 0,12 0,9936
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Tabla 4.7. Parametros de Avrami para la manteca de cacao (MC), grasa de cupuassu (GC) y sus mezclas con 10%, 20% y 30% GC, con el

agregado del emulsificante S-170; enfriadas a 15, 16, 17, 18, 19 y 20°C; a velocidad lenta (1°C/min).

Temperatura (°C) Composicién SFCmax (%) K (min™) n tyz (min) R2

MC + S170 83,6 + 0,8 7,91E-01 + 5,52E-02 0,32 £ 0,03 0,67 £ 0,17 0,9993

10%GC + S170 78,2+ 0,1 6,80E-01 + 1,28E-02 0,39+ 0,01 1,05 + 0,05 0,9990

15°C 20%GC + S170 73,6 +0,0 6,58E-01 + 3,88E-02 0,42 + 0,02 1,14+ 0,15 0,9990
30%GC + S170 69,9+0,2 9,37E-01 + 8,52E-03 0,31 + 0,00 0,38 £ 0,01 0,9972

GC + S170 37,1+0,0 6,49E-01 + 4,00E-02 0,48 + 0,03 1,15+ 0,14 0,9981

MC + S170 80,1+0,8 4,57E-01 £ 4,42E-02 0,46 £ 0,04 2,48 + 0,35 0,9994

10%GC + S170 75,1+0,1 3,79E-01 + 3,54E-03 0,52 + 0,00 3,16 £ 0,07 0,9995

16°C 20%GC + S170 70,3+ 0,2 4,11E-01 + 4,50E-03 0,52 + 0,01 2,74 + 0,03 0,9993
30%GC + S170 65,2 +0,1 3,57E-01 + 2,56E-02 0,58 + 0,02 3,13+ 0,26 0,9984

GC + S170 35,7+0,2 5,18E-01 + 6,19E-03 0,53 + 0,01 1,73+0,03 0,9971

MC + S170 76,8 £ 0,2 3,82E-01 £ 2,26E-02 0,51+0,01 3,23 £ 0,27 0,9998

10%GC + S170 71,3+0,1 2,55E-01 + 1,57E-02 0,63 £ 0,02 4,90 + 0,26 0,9998

17°C 20%GC + S170 66,0 + 0,4 2,47E-01 £ 2,70E-02 0,66 + 0,03 4,79 £ 0,44 0,9991
30%GC + S170 60,9 £ 0,0 2,43E-01 + 1,60E-03 0,69 * 0,00 4,57 + 0,06 0,9983

GC + S170 33,9+0,1 3,44E-01 + 3,67E-02 0,65+ 0,03 2,96 + 0,34 0,9990

MC + S170 71,2+ 0,5 1,40E-01 + 1,94E-02 0,80 £ 0,04 7,49 + 0,55 0,9994

10%GC + S170 66,1 + 0,0 1,24E-01 + 2,89E-03 0,85+ 0,01 7,64 + 0,10 0,9989

18°C 20%GC + S170 61,1+ 0,5 2,73E-01 £ 3,75E-02 0,66 £ 0,04 4,11 £ 0,46 0,9987
30%GC + S170 56,2+ 0,1 2,34E-01 + 1,15E-03 0,72 £ 0,01 4,47 £ 0,09 0,9980

GC + S170 31,9+0,1 2,59E-01 + 7,42E-03 0,59+ 0,01 5,34 £ 0,09 0,9982

MC + S170 65,1+ 0,6 4,11E-02 £ 1,50E-02 1,11+ 0,11 13,24 + 1,67 0,9991

10%GC + S170 60,4 + 0,1 7,55E-02 + 6,25E-03 0,97 £ 0,02 9,90 + 0,32 0,9989

19°C 20%GC + S170 55,4+ 0,2 1,10E-01 + 4,60E-04 0,90 £ 0,00 7,82 +0,10 0,9989
30%GC + S170 50,5+ 0,1 7,31E-02 + 2,50E-03 1,02 + 0,01 9,00 £ 0,19 0,9983

GC + S170 16,0+ 25 5,76E-01 + 2,34E-01 0,56 £ 0,34 1,43 +£0,85 0,9997

MC + S170 57,5+0,8 1,34E-02 + 6,30E-03 1,35+ 0,13 19,96 + 2,60 0,9994

10%GC + S170 53,2+ 0,2 2,33E-02 £ 1,68E-03 1,22 £ 0,02 15,97 + 0,26 0,9996

20°C 20%GC + S170 47,9 + 0,6 1,24E-02 + 5,96E-03 1,41 +0,12 18,19 + 2,09 0,9997
30%GC + S170 43,6 £ 0,3 2,26E-02 + 1,52E-03 1,28 + 0,01 14,46 + 0,43 0,9999

GC + S170 12,2+0,1 1,73E-01 + 7,69E-02 0,99+0,13 426+ 1,17 0,9975
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En base a las Tablas 4.4 a 4.7 se construyeron las Figuras 4.6, 4.7, 4.8 y 4.9 donde
se resume el efecto de la velocidad de enfriamiento, de la T y de la adicion de S-170
sobre los parametros de Avrami: contenido de grasa sélida maxima (SFCmax ), constante
de velocidad de Avrami (k), indice de Avrami (n) y sobre el tempo medio de cristalizacion

(ta2).

La Figura 4.6 muestra el efecto de la T¢, de la velocidad de enfriamiento y la adicién
de S-170 sobre el SFCnax. En la mayoria de los casos, el contenido de grasa sdlida
méaxima (SFCmax ) de la MC superé en mas de un 50% al SFCnsx. de la GC, observandose
gque a medida que se incrementaba la proporcién de la GC en las mezclas, el SFChax fue
disminuyendo. Los valores de SFCnsx. de las mezclas resultaron intermedios entre los de
la MC y la GC. Este resultado era esperable teniendo en cuenta el efecto de dilucion
observado en el diagrama de isosélidos (Fig. 4.1). Una posible explicacién surge de la
composicion de acidos grasos y TAGs obtenidas para las grasas puras y sus mezclas. La
GC presentdé menor cantidad de acidos grasos saturados de alto punto de fusién (acido
palmitico y acido estearico) que la MC, por lo que las mezclas también presentaron menor
cantidad de estos &cidos grasos conforme se fue aumentando la proporcién de GC.
Ademas la GC presenté mayor cantidad del TAG StOO que la MC, y asi también las
mezclas, a medida que aumentaba la proporcién de GC. Este tipo de TAG se comporta,
principalmente, como liquido a temperatura ambiente. Entonces, la disminucién en la
cantidad de acidos grasos saturados y el aumento del TAG StOO podrian ser los

responsables del menor SFCnax en la GC y en las mezclas, comparadas con la MC.

El contenido de grasa soélida a una temperatura también da una idea de la dureza
relativa de una grasa. En los sistemas bajo estudio, la caracteristica de dureza esta
particularmente afectada por la proporcién StOSt/StOO. La bibliografia reporta un valor
de 3.6 para la manteca de cacao proveniente de Brasil y 16.5 para la manteca de cacao
proveniente de Malasia (Beckett, 2008). La proporcion de StOSt/StOO observada en la

GC fue menor que la encontrada en la MC, lo cual también explica el bajo contenido de
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grasa sélida en la GC y la disminucién del SFC en las mezclas conforme aumentaba la
proporcion de la grasa de cupuassu. Aun asi, los valores de la relacion StOSt/StOO en
las mezclas con 10% GC y 20% GC estuvieron por encima de 3.6, lo cual podria sugerir
que la dureza de estas mezclas podria ser muy parecida a la de alguna MC oriunda de
Brasil. Este resultado es consistente con los hallados al medir SFC en funcion del tiempo
y con el SFCnax, calculado del modelo de Avrami, donde los valores de las mezclas se

asemejan mas al de la MC que a los de la GC.

Para todas las muestras se observd el mismo efecto de la T. sobre el SFCnax. A
menor temperatura de cristalizaciéon (T.), mayor fue el SFCmax. Este resultado concuerda
con el hecho de que cuanto mayor es el sobre-enfriamiento, es decir la diferencia entre
la temperatura de fusion y la temperatura de cristalizacion, mayor es la fuerza motriz de
cristalizacién y por ende mayor es el SFC. En lo referente a la velocidad de enfriamiento
sélo parece tener efecto sobre la MC sin adicion de S-170 cristalizada a 20°C. A velocidad
rapida el SFCmax fue significativamente menor que a velocidad lenta. Para las otras

muestras los resultados fueron similares para las dos velocidades.

La adicion del emulsificante S-170 increment6 considerablemente el SFCmax de la
MC y de las mezclas con 10%GC, 20%GC y 30%GC cuando las mismas cristalizaron a
20°C a velocidad rapida mientras que cuando el proceso ocurrié a velocidad lenta, se
incremento soélo el SFChax. de las tres mezclas. Nor Aini & Miskandar (2007) reportaron
gue el SFC en funcién de la temperatura de diferentes tipos de shortenings (para todo
uso, para tortas, pasteleria, relleno de galletas y relleno para obleas) se encontraba entre
30y 60 % a 15°C y entre 20y 45% a 20°C. Las mezclas con 10%GC+S-170, 20%GC+S-
170 y 30%GC+S-170 presentaron valores de SFCnax. que estuvieron comprendidos en
esos rangos, por lo que estas muestras podrian ser destinadas a la preparacion de
shortenings de diferentes tipos. Por otro lado, Yates & Callebaut (2009) mencionan que
cuando las grasas tienen un contenido de grasa so6lida mayor a 60% a 20°C la materia

grasa puede usarse como grasa de cobertura, mientras que cuando tiene un contenido
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de grasa solida bajo, menor a 50%, suele usarse como grasa de relleno. En base a esta
informacion y a los resultados obtenidos, la mezcla de manteca de cacao con 10% de
grasa de cupuassu y con adicion del emulsificante podria utilizarse como chocolate de
cobertura, mientras que las mezclas con 20 y 30% de grasas de cupuassu con adicion
del S-170, que presentan contenido de grasa solida menor a 50% podrian servir para un

relleno de chocolate.
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Figura 4.6. Contenido de grasa sélida maxima (SFCnax) para la manteca de cacao (MC),
grasa de cupuassu (GC) y las mezclas de MC con 10%, 20% y 30% de GC, con y sin el
agregado del emulsificante S-170; enfriadas a 15°C (linea negra), 16°C (linea roja), 17°C
(linea azul), 18°C (linea verde), 19°C (linea anaranjada) y 20°C (linea fucsia); a velocidad
rapida (10°C/min) y lenta (1°C/min). La curva de cristalizacion de la GC cristalizada a

19°C y enfriada a velocidad rapida no ajusté al modelo de Avrami.
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En la Figura 4.7 se muestra el resumen del efecto de la T, la velocidad de
enfriamiento y la adicién de S-170 sobre la constante de velocidad de Avrami (k). Este

parametro representa la densidad numérica de los ndcleos de cristalizacién.

Este pardmetro mostr6 un comportamiento coherente con el de SFCmax. En el
rango de 15°C a 18°C se vio una disminucion gradual del valor de k con el aumento de la
temperatura, este comportamiento se observo para todas las muestras con excepcién de
la GC sin agregado del emulsificante, enfriadas tanto a velocidad rapida como a velocidad
lenta. En estas muestras la velocidad k no se vié sustancialmente afectada por la
temperatura. A 19°C y 20°C los valores de k fueron muy bajos dado que el porcentaje de

cristalizacién es muy bajo.

Las muestras sin aditivos enfriadas a velocidad rapida mostraron valores de k
menores a 0.6 min™. Cuando se emple6 una velocidad de cristalizacién lenta los valores
de k aumentaron con respecto a las mismas muestras cristalizadas a velocidad rapida.
Teniendo en cuenta que, para todas las muestras, el valor de SFCnax. entre 15y 19°C fue
considerablemente alto, y que con la velocidad lenta se logré una disminucién en el
tiempo de induccién, se puede concluir que el enfriamiento lento estaria acelerando la
cinética de cristalizacion debido al reacomodamiento en la conformacion de los TAG,
antes mencionado, es decir que la velocidad lenta podria estar incrementando la

velocidad de crecimiento de los cristales.

En presencia del emulsificante S-170 y con enfriamiento rapido los valores de k
fueron menores que los observados en las materias grasas sin el aditivo enfriadas a la
misma velocidad, con excepcion de la GC+S-170 que mostré valores mas altos.
Nuevamente, teniendo en cuenta que entre 15 y 19°C las muestras presentaron un
SFCmax. considerablemente alto, y que el ajuste de las curvas se realizé omitiendo la parte
de la curva relacionada al tiempo de induccion, este resultado estaria indicando que el S-
170 favorece el proceso de cristalizacion teniendo mayor efecto en la etapa de nucleacién

que en la etapa de crecimiento de los cristales o que tal vez se formen méas nucleos que
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crecieron mas lentamente. Este resultado es coherente con los resultados del tiempo de

induccién analizados anteriormente en las curvas SFC max. vs tiempo.

Para las materias grasas, enfriadas lentamente y con el agregado de S-170 los
valores de k fueron mayores que los calculados para las materias grasas enfriadas
rapidamente formuladas con S-170, con excepcion de la GC. Este resultado apoya la
hipétesis de que el emulsificante S-170 y el enfriamiento de la materia grasa a velocidad
lenta favorecen el proceso de cristalizacién, observandose que el S-170 tendria mayor
efecto a nivel de la nucleacién y la velocidad de enfriamiento lenta tendria mayor efecto

en la etapa de crecimiento de los cristales.
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Figura 4.7. Constante de velocidad de Avrami (k) para la manteca de cacao (MC), grasa de
cupuassu (GC) y las mezclas de MC con 10%, 20% y 30% de GC, con y sin el agregado del
emulsificante S-170; enfriadas a 15°C (barra negra), 16°C (barraroja), 17°C (barra azul), 18°C
(barra verde), 19°C (barra anaranjada) y 20°C (barra fucsia); a velocidad rapida (10°C/min,
parte superior) y lenta (1°C/min, parte inferior). La curva de cristalizacion de la GC cristalizada

a 19°C y enfriada a velocidad rapida no ajusté al modelo de Avrami.
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Segun Ng (1990) y Dibildox & Toro-Vasquez (1997), el parAmetro n nos indica el
mecanismo de crecimiento de los cristales teniendo en cuenta el tiempo del proceso de
nucleacién y el niumero de dimensiones en el que se lleva a cabo el crecimiento de los
cristales. Segun esto, un valor de n=1 corresponderia a un crecimiento del cristal en forma
de aguja a partir de una nucleacion instantanea; un valor de n=2 también corresponderia
a un crecimiento en forma de aguja pero a partir de una nucleacion esporadica o forma
de disco a partir de una nucleacion instantanea; el valor de n=3 corresponderia a un
crecimiento en forma de disco a partir de una nucleacion esporadica y o de un crecimiento
esférico a partir de una nucleacion instantanea; y el valor de n=4 corresponderia a un

crecimiento esférico a partir de una nucleacion esporadica.

En la Figura 4.8 se muestra el resumen del efecto de la T, la velocidad de
enfriamiento y la adicién de S-170 sobre el indice de Avrami (n). En todas las condiciones,
a medida que la Tcaumenta, el parametro n también aumenta, observandose los valores
de n mas grandes a 19 y 20°C. Estos resultados muestran que a estas temperaturas la
cristalizacion de las materias grasas es mas dificil. Ademas la adicion del emulsificante y
el enfriamiento lento parecen aumentar el parametro n de las materias grasas

cristalizadas a 19 y 20°C.

Se sabe que valores mas bajos de n representan una nucleacién y crecimiento
mas rapido (Ribeiro et al., 2012; Domingues et al., 2015). Las muestras con agregado de
S-170 y enfriamiento lento mostraron los valores mas bajos de n, evidenciando,
nuevamente, que estas dos condiciones estarian favoreciendo el proceso de

cristalizacion.

Segun Padar et al., 2009 una disminucion del valor de n también indica un cambio
en el proceso de nucleacién pasando de una nucleacién esporadica a una nucleacion
instantanea, en la cual, en este caso, el emulsificante S-170 estaria actuando como

agente de nucleacion.

92



Sin S-170 Con S-170

4.0 7

Velocidad rapida
n

] ] (¢} (¢} <] (<]

Q o \&c’ o C 9 o o N
Q°\° QQ\Q Qg\a 6;\, QQ\Q \/,\0 0§\e w,\Q Qg\o \:\0 %r\,
N v k) % R Voo LS x

x x x
Composicion (%)
Composicion (%)
4.0 1 2.0

Velocidad lenta

O O @] @] O O O @] O O
N © © 9 A o o W& o O A
00\" 0%\“ 0%\“ N Qe\° A Qe\Q A Q°\° A o>
N Q) o 2o P A A N

x x x
Composicion (%)
Composicion (%)

Figura 4.8. Exponente de Avrami (n) para la manteca de cacao (MC), grasa de cupuassu
(GC) y sus mezclas con 10%, 20% y 30% GC, con y sin adicién del emulsificante S-170;
enfriadas a 15°C (barra negra), 16°C (barra roja), 17°C (barra azul), 18°C (barra verde),
19°C (barra anaranjada) y 20°C (barra fucsia); a velocidad rapida (10°C/min) y lenta
(12°C/min). La curva de cristalizacion de la GC cristalizada a 19°C y enfriada a velocidad

rapida no ajust6 al modelo de Avrami.

El tempo medio de cristalizacién se define como el tiempo necesario para que se
complete el 50% de la cristalizacién. En la Figura 4.9 se muestra el resumen del efecto

de la T, la velocidad de enfriamiento y la adicion de S-170 sobre el tiempo medio de

cristalizacion (tu).
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En teoria se sabe que cuanto menor sea el ti2, mayor sera la velocidad de
cristalizacion. En este sentido, los resultados de ti, en casi todas las muestras, son
coherentes con lo observado en los resultados del parametro k. Para la misma muestra,
el t1», aumenta gradualmente conforme aumenta la temperatura, observandose algunas

excepciones en las muestras con S-170 enfriadas a velocidad rapida.

En las muestras sin agregado de S-170 enfriadas a velocidad lenta se observo
que, entre 15y 18°C, los valores de ti> fueron menores que los de las muestras enfriadas

a velocidad rapida, indicando que la velocidad lenta favorece la cristalizacion.

A 19 y 20°C los valores de ti2 fueron mayores que a menor temperatura.
Nuevamente mostrando que a estas dos temperaturas, la cristalizacién es mas dificil ain
a velocidad lenta. En las muestras con agregado de emulsificante enfriadas a velocidad
rapida se observd que a 19 y 20°C, el valor de ti> es muy parecido al de las otras
temperaturas, este resultado estaria indicando que la adicién del S-170 acelera la

cristalizacién a estas temperaturas mas que en las otras.

Las muestras con agregado de S-170 y enfriamiento lento, mostraron los valores
mas bajos de ti» (menor a 20 min), en comparacién con las demas condiciones de
cristalizacion. Este resultado apoya, nuevamente, la idea de que el agregado del

emulsificante S-170 y el enfriamiento a velocidad lenta favorecen la cristalizacion.

Es importante mencionar que, en algunos casos, fue mas dificil el ajuste de las
curvas a 19 y 20°C debido a su forma sigmoidea, esto sumado a pequefias diferencias
en las curvas de cristalizacion de las repeticiones dieron como resultado, grandes

desviaciones en los pardmetros k, n'y ta.

En general, los pardmetros obtenidos del ajuste de las curvas con la ecuacién de
Avrami involucrados son empiricos y no explican la cristalizacién fisicamente (Padar et
al., 2008). Sin embargo es muy Uutil para comparar la cinética de cristalizacion entre

materias grasas de interés.
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Figura 4.9. Tiempo medio de cristalizacion para la manteca de cacao (MC), grasa de
cupuassu (GC) y sus mezclas con 10%, 20% y 30% GC, con y sin adicion del
emulsificante S-170; enfriadas a 15°C (barra negra), 16°C (barra roja), 17°C (barra azul),
18°C (barra verde), 19°C (barra anaranjada) y 20°C (barra fucsia); a velocidad rapida
(10°C/min) y lenta (1°C/min). La curva de cristalizacién de la GC cristalizada a 19°C y

enfriada a velocidad rapida no ajust6 al modelo de Avrami.

4.5. Comportamiento polimorfico

Para estudiar el comportamiento polimérfico de la manteca de cacao (MC), de la
grasa de cupuassu (GC) y de sus mezclas con 10% GC, 20% GC y 30% GC, con o sin
agregado del emulsificante S-170, enfriadas a velocidad rapida (10°C/min) y lenta
(1°C/min), las muestras fueron cristalizadas a 15, 16, 17, 18, 19, 20 y 25°C, debido a que

de acuerdo con los analisis realizados por DSC, el punto de fusion de cada forma

95



polimérfica de interés se encuentra dentro de este rango de temperatura. Los valores

hallados fueron semejantes a los informados por Silva et al., 2009.

Como se menciond en el apartado de métodos, previo a someter a las muestras
a la temperatura de cristalizacién (T) de manera isotérmica, se realiz6 una etapa de
enfriamiento a 0°C, por lo que, en lugar de evaluar los picos de cristalizacién a cada T,
se evaluaron los picos de fusién de las formas polimérficas que funden a temperaturas

iguales o mayores a las T. evaluadas.

Las Figuras 4.10 y 4.12 corresponden a los perfiles de fusién de las materias
grasas, con y sin el agregado de S-170, cristalizadas entre 15 y 20°C, enfriadas a
velocidad rapida y a velocidad lenta, respectivamente. En casi todos los casos, las curvas
de fusién presentaron un comportamiento semejante, observandose la presencia de dos
picos, siendo el primer pico casi imperceptible; el segundo por el contrario, resulté bien
definido y con un punto de fusién mayor que el primero. Si bien el punto de fusién del
primer pico no pudo ser determinado con exactitud debido a que era muy pequefio, el
rango de temperatura en el que se encontr6 el mismo podria indicar la presencia de una
forma polimérfica poco estable y de rapida desaparicion. El segundo pico present6

temperaturas de fusion entre 23°C y 27°C.

Las Figuras 4.11 y 4.13 corresponden a los perfiles de fusion de las materias
grasas, con y sin agregado de S-170, cristalizadas a 25°C, enfriadas a velocidad rapida y
lenta, respectivamente. En la mayoria de los casos se distinguen dos picos bien

diferenciados uno de otro. El primero entre 26°C y 27°C y el segundo entre 28°C y 31°C.

Los valores de los puntos de fusién de las distintas transiciones que se observaron
en el DSC se resumen en las Tablas 4.8 y 4.9. Los mismos se compararon con los valores

de punto de fusion reportados por Silva et al., 2009.
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Figura 4.11. Perfiles de fusién, obtenidos mediante DSC, con (linea punteada) y sin (linea

entera) agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 25°C a velocidad répida

(10°C/min).
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entera) agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 25°C a velocidad lenta
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Tabla 4.8. Puntos de fusion de las formas polimérficas de las muestras, con y sin agregado del emulsificante S-170, enfriadas a velocidad rapida.

15°C 16°C 17°C 18°C 19°C 20°C 25°C

MC 24.49 + 0.06 24.87 £ 0.02 25.3+0.09 2572+ 0.31 26.36 + 0.37 26.13 + 0.95 26.10+0.73 28.42 + 0.53
MC + S-170 23.97 £ 0.03 23.93+£0.21 24.69 + 0.27 25.19 + 0.05 25.41+0.17 25.66 +0.13 26.41+1.04 29.39+1.80
10% GC 24.22 + 0.06 2452 +0.16 24.85 + 0.05 24.76 + 0.02 24.86 + 0.22 24.45+0.15 26.81 + 0.59 30.28 + 0.27
10% GC + S-170 23.81+£0.14 24.16 £ 0.04 24.29 + 0.02 24.49 + 0.06 24,71 £ 0.17 24.85 +0.10 25.9+£0.69 29.12£1.32
20% GC 23.97 £ 0.05 24.01+0.03 24.44 + 0.04 24.2+0.12 24.14+0.15 24.08 £ 0.22 25.98 £ 0.46 29.10+1.40
20% GC + S-170 23.21 +0.09 23.64 £0.08 23.89 + 0.02 23.93 +0.08 24.09 +0.13 24.28 +0.18 26.20 +0.15 30.02 +0.02
30% GC 24.15+0.08 24.13 +0.02 24.22 + 0.06 2419+0.11 24.04 + 0.25 24.16 + 0.26 26.26 + 0.47 28.48 +1.22
30% GC + S-170 23.12+0.11 23.44 +0.04 23.42 +0.17 23.95+0.49 23.85+0.33 23.84+0.36 25.96 +0.43 30.34 +0.18

GC 25.74 +0.04 25.72+0.19 25.82 +0.02 25.82 +0.04 26.01+0.29 25.86 + 0.33 26.82 £ 0.49
GC + S-170 23.78 £ 0.07 24.15+0.16 24.03 + 0.08 24.05 + 0.05 23.95+0.37 23.89 +0.03 25.80+0.18 30.04 +0.09
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Tabla 4.9. Puntos de fusién de las formas polimérficas de las muestras, con y sin agregado del emulsificante S-170, enfriadas a velocidad lenta.

15°C 16°C 17°C 18°C 19°C 20°C 25°C

MC 24.36 + 0.09 24.49 +0.12 24.72 £ 0.06 25.05+0.28 25.22+0.22 25.89 + 0.29 27.18 £ 0.40 30.61 £0.12
MC + S-170 24.63+0.12 24.81 +0.25 25.14+0.15 25.13+0.21 25.34 £ 0.09 25.69 +0.17 26.84 +0.19 30.19 £ 0.45
10% GC 24.08 £ 0.17 2411 +0.22 24.27 +0.16 24.68 + 0.31 25.00 + 0.09 25.22 +0.09 26.53 +0.25 30.57 £ 0.58
10% GC + S-170 23.91+0.17 24.01 +0.17 24.32 £0.04 2450+0.14 24,99 £ 0.19 25.11 +0.23 26.44 + 0.33 30.40 £ 0.49
20% GC 23.90 + 0.08 23.73+0.20 23.73+0.16 24.48 +0.19 24.42 +0.08 24.62 +0.30 26.60 +0.14 30.76 + 0.36
20% GC + S-170 23.69 £ 0.15 24.08 +0.18 2453 +0.21 24.46 +0.33 24.94 + 0.06 25.06 + 0.08 26.22+0.18 30.71+0.51
30% GC 23.69 + 0.07 23.71+0.22 23.89+0.22 24.21 +0.05 2414 +0.22 24.70+0.11 26.89 + 0.38 30.77 £ 0.17
30% GC + S-170 24.10+0.15 24.31+0.24 24.37 £0.03 24.60+0.21 2458 +0.21 24.93 +0.27 26.50 £ 0.22 30.75+0.42

GC 2542 +0.17 25.65+0.27 25.55 +0.00 25.80+0.19 25.89 + 0.04 2591 +0.15 26.58 £ 0.45
GC + S-170 24.13+0.12 24.06 +0.12 24.04 £ 0.19 23.99 +0.00 23.95 +0.06 24.26 + 0.04 25.73 +0.37 28.72 + 2.66
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4.5.1. Variacion de la entalpia de fusion

En la Fig 4.14. se muestran los valores absolutos de las variaciones de entalpia
de fusion (¢p H) para cada muestra sometida a determinadas condiciones de temperatura
y velocidad de enfriamiento. En este caso, el valor de qp H estaria representando el calor
absorbido, en el proceso endotérmico de fusién a lo largo del tiempo, para fundir la grasa
cristalizada en una determinada forma polimérfica segin las condiciones de

enfriamiento.
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Figura 4.14. Variacibnde|l a Ent al p 2 a ) dedos €ristaes derla mamfeda de
cacao (MC), grasa de cupuassu (GC), y sus mezclas 10%GC, 20%GC, y 30%GC, con
y sin adicion del emulsificante S-170, cristalizadas isotérmicamente a 15°C (linea negra),
16°C (linea roja), 17°C (linea azul), 18°C (linea verde), 19°C (linea anaranjada) 20°C
(linea fucsia) y 25°C (linea celeste) a velocidad rapida (10°C/min) y lenta (1°C/min).
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Los resultados mostraron una tendencia decreciente en el valor de entalpia a
medida que se aumentaba la proporcién de grasa de cupuassu. Lo mismo sucedi6 con
el aumento de temperatura de cristalizacion. En la muestra 100% MC, la velocidad de
enfriamiento lenta incremento el valor de la variacion de la entalpia de fusion (g H) entre
los 15 y 25°C y la adicién del emulsificante S-170 increment6 adin mas el valor de o H.
En la muestra con 10% GC la velocidad de enfriamiento lenta increment6 los valores de
mH en valores incluso mayores a los observados en la MC enfriada en las mismas
condiciones. La muestra con 20% GC enfriada a velocidad lenta también mostré valores
d e :omblyores a los observados a velocidad rapida y a los de la MC enfriadas a
velocidad lenta, por otro lado, la adicién del emulsificante no parece tener mucho efecto
en | aentepH5°C y 17°C, una ligera disminucion entre los 18°C y 20°C y un
incremento marcado a los 25°C. En las muestras con 30% GC, el enfriamiento lento no
mostro efecto en el rango de temperaturas de 15°C a 19°C, pero si mostr6 un incremento
a los 20°C y 25°C. Con el agregado del emulsificante a estas muestras, los valores de
mH se incrementaron mucho mas que sdlo con el enfriamiento lento. En la muestra
100% GC el enfriamiento lento incrementé elv a | o r ;gigeificapvd. Sin embargo la

adicion del emulsificante no tuvo ningun efecto.

En general en el enfriamiento rapido, la adicion del emulsificante S-170 favorecié
el incremento de goH en todas las muestras enfriadas en el rango de 15 a 25°C, con
excepcion de la GC a 25°C en la que la adicién de S-170 mostro el efecto contrario;
mientras que la adicion del emulsificante S-170 a las muestras enfriadas a velocidad
lenta parece favorecer el incremento de H s6lo en la manteca de cacao y en las
mezclas con 10, 20 y 30%GC, pero no asi en la muestra con 100% GC. En base a estos
resultados, la cristalizacién de la grasa de cupuassu parece estar mas influenciada por
la velocidad de enfriamiento que por la adicién del emulsificante S-170. Anteriormente

se menciond que la curva de SFC vs tiempo de la muestra GC + S-170 sometida a
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enfriamiento lento mostr6 un comportamiento sigmoideo, esto indicaria que el S-170

estaria modificando el mecanismo de cristalizacion de esta grasa.

Segun Valdeccir (2006), como la estabilidad termodindmica de las formas
polim-rficas aumenta con | as transi gieondees de |
esperarse que las entalpias sean siempre crecientes en las transiciones. En base a esto,
los resultados indicarian que la velocidad de enfriamiento lenta estaria promoviendo la
formacion de formas polimérficas mas estables en la grasa de cupuassu, mientras que
la adicién del emulsificante S-170, junto con la velocidad de enfriamiento estaria

promoviendo su formacion en la MC y en las tres mezclas.

Desde el punto de vista termodinamico, la cristalizacibn con semillas de
nucleacién ayudan a dirigir la cristalizacion el seno del liquido y a que se favorezca la
unién de las moléculas de TAGs disminuyendo la energia requerida para formar los
ndcleos cristalinos (energia de activacion de nucleacion) (Debaste et al., 2008 citado

por Ribeiro et al., 2015)

4.6. Microestructura

Silva et al. (2009) describieron las formas polimérficas presentes en la GC y en
la MC en tiempo real usando un equipo de Rayos X con una fuente de luz sincrotron.
Para ambas materias grasas se encontraron las formas polimorficas -, BJ§ 3y HfAsi
mismo describieron las condiciones de temperatura, velocidad y tiempo para la

obtencién de cada una de estas formas polimérficas.

Con el propésito de estudiar la microestructura de las mezclas de GC y MC,
inicialmente se cristalizaron ambas grasas puras en el PLM y se emplearon los mismos
tratamientos térmicos descriptos por Silva et al. (2009), con el fin de correlacionar las
morfolog2as cristalinas de | as grasaslapuras <co

microestructuras que corre sponden a | as f or masdelgpgoabaidsn- r f i cas
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cupuassu y de la manteca de cacao, y sus correspondientes puntos de fusion, se

muestran en la Figura 4.15

Grasa de cupuassu

Manteca de cacao
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Posteriormente, con el fin de evaluar la microestructura de las mezclas de la MC
con la GC, se analizé la cristalizacion de las materias grasas in situ utilizando un
microscopio de luz polarizada. Las muestras 100% MC, 100% GC, 10% GC, 20% GC vy
30% GC, cony sin el agregado de emulsificante, enfriadas a velocidad rapida (10°C/min)
y a velocidad lenta (1°C/min), hasta T, = 15, 16, 17, 18, 19, 20 y 25°C y mantenidas

luego a esas temperaturas se muestran en las Figuras 4.16 a 4.43.

Teniendo en cuenta la morfologia de los cristales mostrados en la Figura 4.15 y
los puntos de fusion correspondientes a la clasificacion de Wille y Lutton (1966) para la
manteca de cacao y el trabajo de Silva et al. (2009) para la grasa de cupuassu se
trataron de identificar las formas polimoérficas presentes en las mezclas de manteca de

cacao con cupuassu.

Las muestras, sin adicion de emulsificante y enfriadas a velocidad rapida se
presentan en las Figuras 4.16 a 4.21. A temperaturas entre 15°C y 18°C, la manteca de
cacao y las tres mezclas con GC mostraron una forma polimoérfica de punto de fusion
cercano a 24AC. A 15AC y 16AC |l a manteca de c
cristales de esta forma polimérfica tienen forma de aguja. La forma bé solo se observa
al final de la cristalizacién isotérmica y en pequefias proporciones. La grasa de cupuassu
por su parte, cristaliz- primero en | a forma U
un punto de fusion cercano a 25°C. Esta forma polimérfica presente tanto en las grasas
puras como en las mezclas con GC pareceria corresponder a un tipo de polimorfismo
b6. Los puntos de fusi-n y I a morfolog2a de | o0s
b £ Los mismos son esféricos y no se distingue estructura interna. A 17 y 18°C la
manteca de cacao presentdé | a mi s ma », pemrcan ana indrfologia mas definida
gue a menores temperaturas. Por otro lado, la grasa de cupuassu mostr6 un cristal con

estructura interna que podria tratarse de una forma p ol i m- rdiisctai nkéa a | a G

mientras que las mezclas mantuvieron| a f o.rolservadaé@ menores temperaturas.
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A 19 y 20°C (Fig. 4.20 y 4.21), la manteca de cacao y la grasa de cupuassu
cristalizaron en otras formas polimérficas con un punto de fusién alrededor de 26°C y
una morfologia diferente a las mostradas en las T, anteriores. La diferencia en la
morfologia sugirié la presencia de otro tipo de cristale s  Sfindembargo, en la manteca
de cacao a 19°C, los mismos nho estaban bien definidos y no presentaron la morfologia
caracter 2st i ca i Hstos drisiates som esféricos peeose dbganizan en 4
sectores mas oscuros con forma de pétalos y partes mas claras. A estas temperaturas,
|l as mezclas de ambas c r, Estoanbstraia que fas geasas
interaccionan y que a pesar de ser compatibles el comportamiento de cristalizaciéon
resultd diferente en las mezclas de ambas (10% GC, 20% GC y 30% GC) que en las

grasas puras.
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Figura 4.15. Imagenes de microscopia de luz polarizada (PLM) de las muestras sin

agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 15 °C y enfriadas a velocidad rapida

(20°C/min).
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Figura 4.17. Imagenes de microscopia de luz polarizada (PLM) de las muestras sin

GC

agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 16 °C y enfriadas a velocidad rapida

(10°C/min).
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Figura 4.18. Imagenes de microscopia de luz polarizada (PLM) de las muestras sin

agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 17°C y enfriadas a velocidad rapida

(10°C/min).
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Figura 4.19. Imagenes de microscopia de luz polarizada (PLM) de las muestras sin

agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 18°C y enfriadas a velocidad rapida

(10°C/min).
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Figura 4.20. Imagenes de microscopia de luz polarizada (PLM) de las muestras sin

agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 19°C y enfriadas a velocidad rapida

(10°C/min).
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Figura 4.21. Imagenes de microscopia de luz polarizada (PLM) de las muestras sin

agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 20°C y enfriadas a velocidad rapida

(10°C/min).
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Las muestras sin S-170 y enfriadas a velocidad lenta (1°C/min) se muestran en
las Figuras 4.22 a 4.27. Entre 15°C y 17°C, la manteca de cacao cristalizé en una forma
polimérfica con un punto de fusion de alrededor de 24°C y una morfologia cristalina
correspondiente a |la forma U. Se puede aprecia
segunda forma que cristaliza en forma incipiente y por ello no es facil de identificar.
Estos resultados indicaron que, en la manteca de cacao, la velocidad de enfriamiento
lentadesfavoreci - | a f o.apstastemperatulas, predamifacdolosa b 6
cristales en forma de aguja. La grasa de cupuassu presento cristales con un punto de
fusi-n de alrededor de 25AC y unlasmeadasdel og2 a m§
ambas materias grasas <cristal iudaatiempospmds mer o en
largos, esta forma se transformé en la forma bé. A 18°C y 19°C, los puntos de fusion de
los cristales de manteca de cacao aumentaron a valores que corresponden a la forma
b H Los ensayos de PLM mostraron que a 18°C se observo la morfologia de los cristales
bHgue coexisten c¢onndoisalizda esthsaempecatunasa Pob dira
parte la grasa de cupuassu presento cristales con el mismo punto de fusion (alrededor
de 25°C) y la misma morfologia que a menores T.. De la misma manera, las mezclas de
ambas materias grasas cristalizaron en la misma forma polimérfica que a las otras Tc. A
20°C, la morfologia de los cristales sugiri6l a pr esenc i a;enlamahtecadeor ma bé
cacao y en las mezclas con 10% GCy 20% GC. La mezcla con 30% GC vy la GC parecen
tener un comportamiento polim-rfico diferente:
| ue go e hos lesultaBod mostraron que, a altas temperaturas de cristalizacion,
20°C, la velocidad de enfriamiento lenta favoreci6 | a pr esenci a.:ehdas | a f or m

mezclas desfavoreciendolaf or ma b o6
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Figura 4.22. Imagenes de microscopia de luz polarizada (PLM) de las muestras sin

agregado del emulsificante S-170, cristalizadas a 15°C y enfriadas a velocidad lenta

(1°C/min).
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