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RESUMEN

La produccién del chocolate consta de etapas bien definidas. Durante las
primeras, el chocolate es un fluido y se lo prepara para convertirlo controladamente
en un soélido. El elemento central de este comportamiento es su fase continua grasa:
la manteca de cacao (MC). En ella se dispersan soélidos (azucar y sélidos de cacao)
para formar una suspension que es y debe mantenerse libre de agua; que debe ser
fisicoguimicamente favorecida en su preparacion; y que luego debe ser estabilizada.
En todos estos aspectos juegan un rol fundamental los emulsionantes.

En este estudio, se evaluaron moléculas poliméricas con potencial capacidad
emulsionante como mejoradoras del comportamiento de flujo de la masa de
chocolate fluido, pero que a la vez no entorpezcan la etapa de cristalizacion
polimérfica en su transicién liquido-sélido. Ambos aspectos son indisolubles para la
obtencién de un chocolate con buenos atributos organolépticos y buena resistencia
al “fat bloom” como principal e inevitable parametro de deterioro. Entre los productos
evaluados, el copolimero de injerto etilcelulosa (EC) fue el mas eficiente,
vehiculizado por disolucién en una mezcla de triglicéridos de cadena media (TCM).

Considerando la complejidad de la matriz chocolate, donde la ausencia de
agua constituye quizas la dificultad mas grande para su estudio, se recurrié al disefo
de emulsiones no acuosas de propilenglicol en aceite para describir los mecanismos
fisicoquimicos involucrados en la accién emulsionante de la mezcla EC-TCM. La
estabilizacién exitosa de estas emulsiones permitié postular un modelo de accion
posible para la suspensién chocolate, basado en la muy buena actividad de
superficie de la EC.

Esta condicion de anhidro del chocolate fue aprovechada para vehiculizar
principios activos poco solubles en agua. En esta tesis se demostré que la manteca
de cacao no sé6lo es un buen solvente para estas drogas, sino también que su
transicion liquido-sélido sirvié para el disefio de dos formulaciones terapéuticas: un
antiparasitario de uso humano y animal (mebendazol), y un regulador estral porcino
(altrenogest). Ademas de la obtencion de formulados homogéneos, estudios de
estabilidad demostraron que la matriz chocolate no afecta el polimorfismo del
mebendazol, y protege al altrenogest de su fotosensibilidad.

Palabras clave: emulsionantes poliméricos, chocolate, reologia, polimorfismo,

cristalografia, etilcelulosa.
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SUMMARY

Chocolate production consists of well-defined stages. Firstly, chocolate is a
fluid and thus is prepared to turn it into a solid, through a controlled process. Cocoa
butter is the continuous phase in chocolate, and represents the central component
that explains its behavior. Diverse particles (sugar and cocoa solids) are dispersed
into this continuous phase to form a water-free suspension, which should remain
anhydrous throughout the manufacturing process; should be favored in their
preparation from a physicochemical point of view; and finally should be stabilized.
Emulsifiers play a key role in all these aspects.

In this study, polymeric molecules with potential emulsifying activity were
evaluated. They should be able to improve the chocolate flow behavior, but without
hindering the polymorphic crystallization stage when the liquid-solid transition occurs.
A final product with good mouthfeel as well as high spoilage resistance is totally
dependent of these characteristics. The graft copolymer ethylcellulose (EC) dissolved
into medium chain triglycerides (MCT), was the most efficient one among different
tested molecules. Given the complexity of chocolate matrix where waterless is
perhaps the greatest difficulty for its study, non-aqueous oil-based propylene glycol
emulsions were used to describe the physicochemical mechanisms involved in the
emulsifying activity of EC-MCT mixture. Based on both these non-aqueous emulsions
stabilization as well as the good surface properties of EC, modeling of chocolate
stabilization was possible.

Anhydrous status of chocolate was exploited to use it as a vehicle for poorly
water soluble drugs. In this thesis it was shown that cocoa butter is not only a good
solvent for these drugs, but also that its liquid-solid transition was used to design two
therapeutic formulations: an antiparasitic for human and animal treatment
(mebendazole), and a porcine estrous regulator (altrenogest). In addition to
homogeneous formulations, stability tests were carried out, which showed that both
mebendazole polymorphism as well as altrenogest photosensitivity were not affected.

Key words: polymeric emulsifiers, chocolate, rheology, polymorphism,
crystallography, ethylcellulose.



1. INTRODUCCION
1.1.Breve resena historica acerca de las formas de consumo del chocolate

Evidencias arqueoldgicas en las zonas norte y centro de Sudameérica,
muestran que el cacao ya se cultivaba aproximadamente unos 2000 afos antes de
la llegada de los espafioles a nuestro continente. Civilizaciones pre-hispanicas como
los Olmecas, Aztecas y Mayas utilizaban los granos de cacao para producir una
bebida especiada y amarga: el xocolatl; a la cual atribuian propiedades energizantes
y afrodisiacas. Esta bebida se obtenia a partir de la maceracion de los cotiledones
del grano de cacao, previamente molidos y tostados. Al liquido resultante,
eventualmente podian agregarse vainilla, especias y miel. Hacia 1520, las
expediciones de Colén y las de Cortés llevan la costumbre de preparacion de la
bebida a Europa, y en el siglo XVII la corona espafola introduce el cultivo del cacao
en la entonces Guinea Espafiola, en la costa oeste de Africa. Este es el antecedente
de los actuales cultivos africanos del cacao, donde actualmente se cosecha mas del
70 % del cacao mundial. Mucho mas adelante en el tiempo, los primeros registros
del consumo de chocolate en forma sélida datan del afio 1730, en Europa (1,2).

Esta muy breve resefa histérica sobre las formas de preparacién y consumo
de este alimento tan popular, permite comprender rapidamente que su fabricacion se
ha realizado desde sus inicios a través de un proceso netamente empirico. Como ha
ocurrido en innumerables procesos industriales, el avance concomitante de la
ciencia y la tecnologia junto a la necesidad de volumenes de produccion cada vez
mayores, han generado paulatinamente la division del proceso de fabricacion del
chocolate en varias etapas. Esta divisién no ha sido caprichosa, sino que obedece a
las posibilidades que cada una de esas etapas otorga para la introducciéon de
mejoras, las cuales tienen como fin dltimo lograr un proceso mas eficiente y
competitivo sin resignar e incluso mejorando la calidad del producto final. De esta
manera, existe y se genera constantemente abundante bibliografia destinada a la
comprensién en detalle de los diferentes estadios del proceso, asi como también
numerosas patentes con potenciales mejoras en maquinarias e ingredientes (1,3-5).
No obstante, numerosos aspectos siguen desarrollandose en forma empirica, con
alguna proporcion de desconocimiento en algunas transformaciones. El estudio
abordado en esta tesis aprovecha la escisién en etapas del proceso, para intentar
aportar conocimiento aprovechable en las tareas industriales, pero con el foco



puesto en la comprensién de eventos moleculares que puedan servir de base para
futuros desarrollos.

1.2.Proceso de fabricacion del chocolate y principales transformaciones

relacionadas

Independientemente de diferencias puntuales que tienen origen en las zonas
geograficas donde se fabrique y en las costumbres de consumo de las poblaciones
que habitan esas regiones (6), el esquema basico del proceso moderno de
produccién del chocolate puede resumirse como se muestra en la Figura 1. Este
esquema incluye ademas las etapas basicas involucradas en la recoleccion del
grano de cacao y su transformacion hasta la obtenciéon de los ingredientes basicos
del chocolate: la MC y el licor de cacao.

Aproximadamente el 80 % de la produccién mundial de cacao se genera en
muy pocos paises, y el procesamiento de esos granos para obtener los diferentes
ingredientes suma algunos pocos actores mas (ver Anexo A) (7).

De esto se deduce que en la mayoria de los paises fabricantes de chocolate
y/o productos derivados (el nuestro entre ellos) esos ingredientes son importados
desde aquellas regiones, por lo que el proceso de fabricacién del chocolate es
considerado a partir de la etapa de mezclado de los ingredientes basicos, que en el
caso del chocolate sin leche son azucar, licor de cacao, MC y emulsionantes. Desde
un punto de vista fisicoquimico, a partir de este mezclado y considerando estos
ingredientes, el chocolate fundido constituye una suspension de particulas sélidas
hidrofilicas (el azucar y los sélidos de cacao aportados por el licor de cacao), en una

fase continua hidrofébica de naturaleza grasa, la manteca de cacao (8, 9).

1.2.1. Mezclado

El objetivo de esta etapa es lograr una masa homogénea compuesta por MC,
azucar y licor de cacao; en relativamente corto tiempo y con la ayuda de
temperatura, ya que la MC es una grasa solida a temperatura ambiente y debe
fundirse. La mezcla se realiza en amasadoras automaticas, y las condiciones
necesarias dependeran de si el proceso es por lote o continuo, pero si se considera
el primer caso, por ejemplo, la combinacidn suele ser una mezcla exhaustiva durante
12 — 15 minutos a 40 — 50 °C.
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Figura 1: Esquema del proceso de elaboracion del chocolate sin leche. El rectdngulo rojo representa
el procesado de los granos de cacao, y sus productos seran las materias primas mas importantes del
resto del esquema, el proceso de elaboracion propiamente dicho del chocolate (modificado de las
referencias 1, 10, 11).



En el caso de grandes productores de chocolate, se opta por el proceso
continuo, con variantes especificas de tiempo y temperatura. En cualquier caso, se
obtiene una mezcla de textura relativamente dura, y de una consistencia mas bien
plastica (12). Esto se debe no sélo al tamafo de particula, que puede alcanzar los 2
mm, sino también a que en esta etapa falta una porcién del total de la MC segun la
formulacion, que sera anadida durante la etapa de concado.

1.2.2. Refinado

El tamaro de particula de la mezcla original, se debe principalmente a que el
azucar es anadida tal como se la obtiene para su consumo doméstico, aunque
también hacen su aporte los sélidos del cacao. Asi, a través de fuerzas de
cizallamiento controladas, en esta etapa se produce la reduccion de tamafno
quebrando particulas de azucar y disgregando grumos provenientes de la etapa
anterior. El proceso se controla para lograr un tamafio menor a 30 um, de manera tal
que las particulas no puedan ser detectadas por la lengua, lo cual daria una
sensacion de chocolate “arenoso”. Por la misma accion mecanica del refinado, las
particulas cada vez mas pequenas comienzan a recubrirse de grasa, aislandose
unas de otras. Se trata entonces del primer paso para alcanzar una textura suave, la
que sera definitivamente alcanzada durante el concado.

Desde un punto de vista fisicoquimico, el aspecto mas importante de esta
etapa es el hecho que el azlcar, que ha sido agregada en estado cristalino en la
etapa de mezclado, no sufra una transicidén irreversible hacia un estado amorfo,
altamente higroscoépico. Esto es: el azucar deberd estar en ese estado estructural
cristalino en el producto sélido terminado (13).

1.2.3. Concado

Este es basicamente un paso de mezclado exhaustivo de los ingredientes del
chocolate con produccién de cambios no sélo fisicos sino también quimicos, que
incluyen el desarrollo de sabores y aromas ya definitivos, asi como la transformacion
de la masa grosera de chocolate refinado en una suspensién fluida totalmente
homogénea. En esta suspensién donde la MC es la fase continua, cada una de las

particulas sélidas se dispersara para terminar por recubrirse con una capa de grasa.



Si bien esto da una idea de la importancia de esta etapa, el concado es un
mezclado muy ineficiente: para lograr un chocolate sin leche de buena calidad,
puede ser necesario un mezclado minimo durante 24 h (el chocolate con leche
puede insumir entre 5y 12 h), con un gasto de energia y tiempo que es simple de
ponderar (4). Para mejorar la eficiencia de esta etapa (esto es: con el menor gasto
energético y de insumos posible) se anaden la MC que faltaba para completar la
formulacion 'y modificadores reoldgicos con actividad de superficie: los
emulsionantes.

Considerando la maquinaria necesaria, existe una amplia variedad de equipos
industriales (los mas comunes pueden verse en el Anexo B) cuyo funcionamiento
puede diferir en mayor o menor medida, con combinaciones de tiempo y temperatura
especificas para cada equipo, y que ademas van a depender del tipo de chocolate
que desee fabricarse. No obstante, y en forma resumida, el proceso de concado se
disefia para lograr los siguientes cambios (14):

a) Reduccion del contenido de agua de aproximadamente 2 % a
menos de 0,8 %. Si bien puede parecer una disminucién cuantitativamente no
significativa, es indispensable para el desarrollo final de los aromas y sabores (la
evaporaciéon del agua arrastra quimicos indeseables como acido acético y algunos
aldehidos volatiles), asi como también de la textura: la presencia de agua puede
disolver el azucar haciéndole perder su estado cristalino, afectando las propiedades
de flujo de la mezcla.

b) Culminacion de las transformaciones quimicas que han
comenzado durante el procesado de los granos de cacao, y en menor medida
continuaron durante el refinado. Estas reacciones quimicas definiran tanto los
aromas y sabores del producto final, dadas principalmente por reacciones de
Maillard (pardeamiento o caramelizacién), asi como también el contenido de
sustancias bioactivas provenientes del grano de cacao, como son los polifenoles.

C) Modificacion de la reologia de la masa de chocolate: desde el
punto de vista de este estudio, el aspecto mas importante esta relacionado a la
adicion de MC y emulsionantes, que contribuiran al mejor manejo de la masa
principalmente a través de la reduccion de la viscosidad del chocolate. Esto también
se ve favorecido por el disefio de la maquinaria utilizada, favoreciendo la
disgregacion de grumos provenientes del refinado. En la Seccion 1.4. se desarrollara
en mayor detalle el efecto de los emulsionantes sobre los principales parametros
reolégicos del chocolate fundido. Ademas, el uso de cantidades adecuadas de



emulsionantes combinado a un proceso de concado correctamente disefado,
contribuiran al desarrollo de una buena transicion liquido-sélido, que se lleva a cabo
en la etapa siguiente.

1.2.4. Temperado
Durante esta etapa se produce la transformacion del chocolate fundido en
chocolate sélido: se trata de la solidificacién de la MC como matriz o fase continua

en el chocolate. La solidificacién de los lipidos en general, se produce a través de la
cristalizacién ordenada de sus triglicéridos (TG) constituyentes (Figura 2).

Molécula de B-SSS (triestearina: glicerol
esterificado con tres restos estearoilo,
provenientes del acido estearico)

Figura 2. Modelo de empaquetamiento cristalino de una grasa. Se muestra so6lo en dos dimensiones,

-

pero este arreglo debe entenderse extendido hacia las 3 dimensiones espaciales. -SSS (S = acido

estedrico). (modificado de la referencia 15).

Para una determinada grasa (esto es, de una determinada composicion
quimica) esa cristalizacion puede ocurrir en diferentes arreglos microestructurales

tridimensionales, por lo que se dice que las grasas presentan polimorfismo. Como se



vera en secciones posteriores, las caracteristicas especiales de la MC, hacen que la
misma pueda solidificar hasta en seis polimorfos distintos, aunque sélo uno de ellos
es el adecuado para lograr un chocolate de buena calidad. La etapa de temperado
se disefa para la obtencidén de ese polimorfo especifico, por lo que se trata entonces
de una transicién de fase que se realiza en forma estrechamente controlada en
temperatura, tiempo y agitacién.

Como sucede en el caso del concado, existen diferentes equipos vy
combinaciones de estos tres parametros, para lograr una cristalizacién direccionada

de acuerdo a los estandares de calidad de cada fabricante.
1.3.Comportamiento de flujo del chocolate y reologia

La fabricacion de chocolate de buena calidad depende en gran medida del
concado y temperado. Durante el concado, el chocolate se encuentra fundido y la
reologia otorga los elementos para su seguimiento y comprension; mientras que
durante el temperado el chocolate solidifica y la cristalografia sera la disciplina que
permitira su estudio.

En el andlisis reoldgico los instrumentos usados involucran la aplicacién de
determinadas fuerzas sobre los materiales estudiados. Esto también ocurre en el
analisis textural, y si bien se usara para otros aspectos de este estudio, es
conveniente describir aqui brevemente aspectos basicos de las fuerzas usadas en
ambos estudios.

Una fuerza puede ser normal, si se aplica en forma perpendicular al plano que
contiene el material; o tangencial, si se aplica en forma paralela a dicho plano
(Figura 3). En cada caso, el material experimentara una deformacion. Para evaluar
grandes deformaciones y propiedades de fractura, se utiliza generalmente un

analizador de textura o texturometro, y en esta tesis se usé para la caracterizaciéon

/‘L\\ \\.f' h
a b C

Figura 3. Representacién esquematica del tipo de fuerzas externas que puede sufrir un material. (a) y

(b): fuerzas normales; (c) fuerza tangencial.



de propiedades texturales en oleogeles y emulsiones no acuosas obtenidas a partir
de ellos (16).

La deformacién experimentada por el material (Figura 4) en un texturdmetro,
dependera de la geometria de medicién que se use en el equipo, asi como también
de caracteristicas del material (estructura, composicién, forma y tamano de la

porcidén de estudio).

Figura 4. Ejemplo de la deformacion uniaxial de un cuerpo por accion de fuerzas normales de

extension.

Para la medicion de pequenas deformaciones, se utilizan generalmente
viscosimetros o reometros, y este ultimo se usd en este estudio para medir las
propiedades de flujo del chocolate fundido. Se trata de un equipo disefiado para la
aplicaciéon de fuerzas tangenciales, conocidas como fuerzas de cizalla (shear
stress)®. La muestra es “cizallada” (sheared) entre las dos partes de la geometria de

medicién (Figura 5).

De muy baja a De muy baja a De baja
media alta viscosidad viscosidad a

viscosidad solidos
Liquido »  Semi-sélido

Figura 5. Configuraciones de las geometrias de medicién mas utilizadas en los instrumentos

rotacionales y su rango de aplicacion. (a) Cilindros concéntricos. (b) Cono y plato. (c) Platos paralelos.

# Muchas definiciones involucran términos especificos de origen inglés, que lamentablemente no siempre
cuentan con traducciones precisas 0 muchas veces su traduccion es ambigua respecto de otros términos (por
ejemplo: muchas veces strain y stress pueden traducirse indistintamente como tension, esfuerzo o simplemente
fuerza. Por otro lado, en castellano, tension 6 esfuerzo pueden ser usados como sindénimos de fuerza, lo cual
claramente impide sus definiciones desde el punto de vista reolégico). Para evitar ambigliedades, en este texto
muchas veces se incluiran los términos correspondientes en inglés, sobre todo en las definiciones.
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Independientemente de la geometria que se utilice (17,18), la deformacién y
(strain) experimentada por un material sobre el que actua un esfuerzo de cizalla t

(shear stress), puede verse en la Figura 6.
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Figura 6. Ejemplo de la deformacién por cizallamento de un material por accion de fuerzas

tangenciales.

De esta manera, se define a la Reologia como /a ciencia que estudia la
deformacion y el flujo de los materiales (19-23). Esta definicion puede resultar a
veces algo ambigua, y para comprenderla acabadamente es necesario entender el
campo de estudio de esta disciplina.

En este sentido, un material es considerado un liquido cuando el grado de
deformacion que experimenta es proporcional a la fuerza por unidad de area (stress)
ejercida sobre él, siendo la constante de proporcionalidad un coeficiente llamado
viscosidad (Ley de Newton-Stokes). En el extremo opuesto, un material es un sélido
cuando también existe proporcionalidad entre el stress aplicado y la deformacién
sufrida. En este caso, la constante de proporcionalidad se conoce como modulo de
elasticidad o moédulo de Young, y constituye una propiedad inherente del material
(Ley de Hookes) (24,25).

De esta manera, el liquido ideal (fluido viscoso Newtoniano) comienza a fluir a
una cierta velocidad cuando se le aplica una fuerza, y mantiene la forma que
adquirié al momento de aplicar esa fuerza. En el otro extremo, el sélido ideal (sélido
elastico Hookeano) se deforma instantdneamente bajo la accion de una fuerza, pero
retoma su forma original después que el esfuerzo se ha retirado (16).

Sin embargo, la gran mayoria de los materiales presenta un comportamiento

intermedio entre estos extremos, evidenciando caracteristicas tanto viscosas como
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elasticas, por lo que reciben el nombre de viscoelasticos. Estos materiales no-

Newtonianos y no-Hookeanos, constituyen el campo de estudio de la Reologia (26).
Con estas consideraciones, podemos plantear la siguiente relacién (18):
n=t/D (Ecuacién 1)

Donde:

n = viscosidad. Unidades: N.m®.s (6 Pa.s). Cualitativamente, expresa la resistencia a
fluir que presenta un material, ante una fuerza aplicada.

1 = fuerza de cizalla 6 esfuerzo de cizalla (shear stress). Unidades: N.m? (6 Pa). Es
la fuerza ejercida tangencialmente sobre el plano de un material, para desplazarlo
respecto de otro inmediatamente vecino (Figura 6).

D = velocidad de cizallamiento (shear rate)°. Unidades: s™.

Graficando D versus t, obtenemos un reograma o curva de flujo (Figura 7),
una forma visual rapida y sencilla de comprender la reaccion de un material

(deformacién, dada por D), frente a la accion de una fuerza .

A

D a b c

v

H_/ T

To
Figura 7. Diferentes tipos de reogramas: (a) Newtoniano; (b) Bingham; (c) pseudoplastico (chocolate)
(18).

® E| término shear rate en muchos textos aparece con el simbolo “gamma punto”. En este texto se adopta la
simbologia usada por Chevalley (1994), en uno de los textos mas citados sobre chocolate. Por otro lado, la ICA
en su método para la determinacion de la viscosidad en chocolate (17), utiliza indistintamente ambos simbolos.
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Para los fluidos Newtonianos obtendremos una linea recta que pasa por el
origen, de cuya pendiente 1/m se extrae la viscosidad n (Ecuacion 1; Figura 7-a).
Esto implica que un liquido ideal comenzard a fluir en el mismo momento en que se
aplica la fuerza (ejemplos de estos liquidos son el agua, el etanol, soluciones de
sacarosa).

Los fluidos de Bingham (Figura 7-b), son aquellos que a pesar de aplicarseles
una fuerza, no comenzaran a fluir hasta que esa fuerza alcance un valor umbral
minimo 1y. Esta minima fuerza recibe el nombre de limite de fluencia (yield value).
Un ejemplo de este tipo de fluidos es la pasta dental. Luego de ese punto, la
reciproca de la pendiente de la recta es la viscosidad plastica (n,) del fluido, que

responde a:

N =(t-19)/D (Ecuacion 2)

La ecuacion 2 puede escribirse de la siguiente manera, tomando la forma de una

ecuacion de recta (18):

T=Tp+Nu D (Ecuacién 3)

Debido a la presencia de particulas sélidas en suspension, el chocolate
fundido no se comporta como un fluido ideal, sino que presenta un comportamiento
No-Newtoniano (Figura 7-c).

La desviacién del comportamiento Newtoniano del chocolate se debe a que
cuando la masa fluye, las particulas sufren la atraccién entre ellas debido a su
superficie hidrofilica. Asi, la friccidbn interna resultante hace que la viscosidad
dependa de cuan alta sea la velocidad de cizalla (shear rate). Puede observarse que
también presenta un limite de fluencia, pero en este caso el reograma es curvo y no
lineal, demostrando la dependencia de la viscosidad respecto de la deformacién. La
derivada en cada punto de la curva 7-c, permite obtener un valor de viscosidad
dependiente de la velocidad de deformacién (shear rate), y se conoce como
viscosidad aparente:

Nap = f (D) (Ecuacion 4)
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En el caso de la Figura 7-c, esto significa que cada incremento de D, va
acompanado de una disminucion de la viscosidad. Este fenédmeno se conoce como
fluidificacion por cizalla (shear thinning). Los fluidos que muestran este
comportamiento de flujo, se conocen como pseudoplasticos. Ademas del chocolate,
varios alimentos muestran este tipo de flujo, entre los que se encuentran algunos
tipos de leche concentrada, soluciones concentradas de polimeros lineales (como
por ejemplo la goma guar y los xantanos), y varios jugos de fruta (16).

En la Figura 8 se muestran otras formas de visualizar los datos de los
reogramas para fluidos.

Se han planteado varios modelos matematicos para obtener una ecuacion
que permita explicar la curvatura del reograma del chocolate, entre los que podemos
citar los de Steiner, Casson, Bingham, Carreau, Tscheuschner, Herschel-Bulkley o
Windhab, modelos que constantemente se someten a evaluacién y comparacion
entre si (18,27-30).

T b Tap

To

» »
» »

D D

Figura 8. Diferentes formas de representacién grafica del comportamiento de flujo. (a) Newtoniano; (b)

pseudoplastico (chocolate).

A través de estos modelos, pueden obtenerse la viscosidad aparente (en
adelante, simplemente la viscosidad) y el limite de fluencia (LF) por interpolacion en
los reogramas experimentales obtenidos para el chocolate (ver Figura 9): ambas
propiedades reoldgicas son utilizadas en la industria para definir el tipo de producto y
su aplicacion, asi como su seguimiento en el control de calidad diario. El LF es una
propiedad que denota la transicion entre los comportamientos semi-sélido a semi-

liquido, o lo que es lo mismo, como una transicion de una deformacién mas elastica
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hacia una mas viscosa: cdmo ya se menciond, es la fuerza de cizalla (shear stress) a
partir de la cual hay evidencia de flujo en el chocolate fundido. Por otro lado,
industrialmente la viscosidad determina caracteristicas para el bombeo a través de
canerias, llenado de bombones, cobertura de superficies y caracteristicas
sensoriales (29). Representa la energia que debe entregarse a la masa de chocolate

para que continle en movimiento, una vez que este ha comenzado.

50 |
] A SR =55s", se extrae el ASR =40s", se
. limite de fluencia (LF) extrae la viscosidad
40 ¢
@ ﬁ
s 30 F
o :
o -
(U F
% 20 F
o] [
(&) [
] r
> ¥
10
1 10 100

Velocidad de cizalla (shear rate) (s™)

Figura 9. Reograma donde se muestra las regiones de la curva utilizadas por los modelos

matematicos para la obtencion por interpolacion de los parametros reol6gicos del chocolate.

1.4.Los emulsionantes y su influencia sobre el comportamiento de flujo del
chocolate

1.4.1. Generalidades y mecanismo de accidn

Varios factores afectan los parametros reoldgicos viscosidad y LF en el
chocolate, entre los que podemos citar el contenido de grasa (MC), los
emulsionantes y la humedad; la distribucién del tamafo de particula, la temperatura
y el tiempo de concado (11,18).

El azdcar en el chocolate es una fase hidrofilica que no puede disolverse, por
lo que se dispersa en forma sélida en la fase continua hidrofébica que es la MC. Esta

dispersion ocurrira entonces cuando la superficie de las particulas de azucar, sean
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recubiertas de grasa. Esto no es simple de realizar (mas considerando la proporcion
de ambos ingredientes), por lo que el concado se plantea como un proceso muy
ineficiente. Asi, el uso de agentes quimicos con actividad de superficie, los
emulsionantes, son usados para facilitar este proceso (11). No obstante, ademas de
haberse mencionado en reiteradas ocasiones el rol de los emulsionantes en el
concado, no es trivial su aporte durante las fases de almacenado, ya que influyen
sobre la cristalizacién de la MC (temperado), regulando las transiciones polimérficas
durante el almacenado del producto sélido. Por esto, se dice que los emulsionantes
también actuan como inhibidores del florecimiento graso (fat bloom; ver seccion
1.6.2.) (31).

En la fabricacién del chocolate o de golosinas donde el chocolate es un
ingrediente principal, existe un amplio numero de moléculas que tienen en comun la
posibilidad de ser usados como emulsionantes, ya que son anfifilicos: poseen
propiedades lipofilicas e hidrofilicas. Esto significa que su molécula presenta un
grupo funcional hidrofilico que sera atraido hacia la fase acuosa o no acuosa pero
polar, y otro grupo hidofébico o lipofilico (generalmente una cadena hidrocarbonada
larga) que interactuara con la fase oleosa (32). De esta manera, reducen la energia
libre interfacial y fluidifican la masa. Entre esas moléculas podemos citar la lecitina y
lecitinas modificadas (también llamadas lecitinas sintéticas, son sales de amonio de
acidos fosfatidicos, comercialmente conocidas como YN), ésteres de poliglicerol,
entre los que podemos citar al poliglicerol poliricinoleato (PGPR), monoestearato de
glicerilo, ésteres de sorbitano, polisorbatos, monoglicéridos esterificados con acido
lactico o tartarico, monoglicéridos acetilados, ésteres de sacarosa y monoésteres de
propilenglicol (31,33). La eleccién de emulsionantes naturales o sintéticos dependera

del producto final (11).

1.4.2. Emulsionantes mas comunes: lecitina de soja y PGPR. Comportamiento

individual y efecto de sus mezclas.

El emulsionante mas utilizado por eficiencia y costo desde hace mucho
tiempo, es la lecitina de soja. Se trata de una mezcla natural de fosfolipidos 6
fosfoglicéridos, siendo la fosfatidilcolina (Figura 10) el componente que mas

eficientemente actlia como emulsionante en el chocolate.
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Figura 10: Representacion esquemética de una molécula de fosfatidilcolina, donde las cadenas

alquilicas provienen de los acidos grasos oleico y palmitico.

En la Figura 11 (34) se muestra la accién de la lecitina comparada con la de
otras moléculas sobre los parametros reolégicos del chocolate fundido. Puede verse
que la adicién de entre 0,1 % y 0,3 % de lecitina disminuye drasticamente tanto la
viscosidad como el LF. Este efecto esta dado principalmente por su elevada
actividad de superficie, ya que interacciona con la superficie del azlcar a través de la
porcion hidrofilica de su molécula (el grupo fosfatidico), disponiendo sus restos
hidrofébicos hacia la fase continua oleosa (18,31). En la lecitina cruda, los acidos
oleico (C 18:1) y palmitico (C 16:0) son los restos hidrofébicos que presentan mayor
actividad de superficie al usarse en la preparacion del chocolate (12). Esta

modificacién superficial en el azlcar incrementaria su lipofilicidad a través de una
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fuerte disminucion de su caracter acidico, reduciendo la interaccién entre las

particulas de azucar y favoreciendo el flujo de la masa (35).
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Figura 11. Efecto de la concentracion de algunos emulsionantes sobre (a) la viscosidad y (b) el LF del

chocolate sin leche. L: Lecitina, YN: lecitina sintética, PGPR: poliglicerol poliricinoleato, MD: mono y

diglicéridos, STS: triestearato de sorbitano (modificado de la referencia 34).
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Sin embargo, si el nivel de lecitina supera el 0,3 % — 0,5 %, comienza a ocurrir
el espesamiento de la masa del chocolate, aunque esto se da por un incremento en
el LF (Figura 11-b) mientras que la viscosidad sigue bajando (Figura 11-a)
(12,18,33,34). No se conocen muy bien las causas de este fenbmeno, pero el
incremento en el LF ha sido vinculado a la formacién de micelas en la fase continua
grasa, posiblemente como multicapas alrededor de los granos de azucar, lo cual
dificultaria el flujo (11).

Teniendo esto en cuenta, es muy comun la utilizacibon de mas de una
molécula para lograr un control mas o menos individual de la viscosidad y el LF.
Entre las moléculas adicionales, en los ultimos anos ha ganado mucha aceptacion el
uso del PGPR (Figura 12) en distintos alimentos y particularmente en chocolate, y
sus efectos han sido ampliamente estudiados (33,36-39). Obtenido sintéticamente a
través de la reaccién de policondensacion del glicerol con aceite de ricino (en inglés,
castor oil; el 90 % del aceite de ricino corresponde a TG del acido ricinoleico), el
PGPR ha sido usado en Europa y el resto del mundo, y recientemente se ha
aprobado su uso en los Estados Unidos (31).

O—R

Figura 12. Estructura quimica del poliglicerol polirricinoleato (PGPR). R = H é un grupo acido graso

derivado del &cido ricinoleico policondensado. n = grado de polimerizacion del glicerol (31).

Se trata de una mezcla quimicamente compleja, donde predominan los di- tri-
y tetragliceroles. Como puede verse en la Figura 11-a, el PGPR no tiene grandes
efectos sobre la viscosidad del chocolate, pero puede reducir el LF mas del 50 %
cuando se lo utiliza al 0,2 %, y llevarlo a muy bajos valores cuando se lo usa al 0,5 %
en chocolates sin leche. En chocolates con leche puede incluso eliminar el LF
cuando se lo usa por encima de 0,8 % (33). Estos autores ademas, sugieren que las
mezclas de lecitina + PGPR mas eficientes para reducir el LF tanto en chocolates
con y sin leche, fue la proporcién de 30:70 de lecitina:PGPR. En cuanto a la maxima
disminucion de la viscosidad en chocolates sin leche, se obtuvo con la mezcla 50:50

de ambos componentes.
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De esta manera, puede manipularse la composicion de la mezcla para
establecer los valores de viscosidad y LF que mas convengan, segun el producto
que quiera fabricarse y su posible aplicacion. La presencia de PGPR permite al
chocolate fluir con mucha facilidad dentro de los moldes sin atrapar burbujas de aire,
sobre todo de aquellos con formas complejas. También facilita el flujo de chocolate
cuando debe usarse para cubrir formas complejas (31).

En cuanto al mecanismo de accién, el PGPR cubre las particulas sélidas, y
dado su mayor peso molecular, se extiende mas ampliamente que la lecitina dentro
de la fase continua, produciendo una mayor estabilizacién estérica. En otras
palabras, a diferencia de la lecitina, el PGPR no se estructura formando parte de la
suspension, sino que incrementa la fraccién de volumen de la fase continua grasa y
une agua residual, impidiendo que ésta hidrate y disuelva las particulas soélidas, lo
cual haria incrementar la viscosidad de la masa (12).

Operativamente, manipular la composicién de una mezcla emulsionante
permitiria poder influir de manera mas o menos independiente sobre la viscosidad y
el LF. Por otro lado, la importancia de la adicién de los emulsionantes no es solo
tecnoldgica, sino también econdémica: de no usarse emulsionantes, el efecto
“lubricante” de los mismos deberia ser suplido agregando mas MC. Este es el
insumo mas costoso en la fabricacién del chocolate, y es aceptado que una parte de
lecitina de soja afnadida puede sustituir entre 9 y 10 partes de MC (14), asi como una
mezcla de 0,5 % de lecitina y 0,2 % de PGPR, permite una reduccién de
aproximadamente un 8 % de MC (31).

1.4.3. Nuevas tendencias

En este contexto, y si bien la accién y eficiencia de la lecitina de soja es
ampliamente conocida, la evaluacion de nuevos emulsionantes es una tematica en
constante renovacion para las areas de investigacion y desarrollo de la industria
alimentaria. En ella estan involucrados factores nutricionales (por ej., alimentos mas
saludables), aspectos cientificos (por ej., modulaciéon de sabores) y tecnoldégicos (por
ej., optimizacién del contacto entre materias primas que permitan el uso de
temperaturas mas bajas) (40). En la gran mayoria de los casos, estos desarrollos
estan focalizados en el uso de moléculas anfipaticas de pequefio tamano,
generalmente derivados de moléculas de naturaleza grasa, entre los cuales la
misma lecitina constituye el mejor ejemplo. Sumado a esto, el hecho que casi la
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totalidad de la soja cultivada en todo el mundo es proveniente de organismos
genéticamente modificados (OGM), hace que muchos paises (principalmente en la
Unién Europea) comiencen a interponer restricciones al ingreso de productos que
incluyan ingredientes derivados de estos materiales manipulados genéticamente. De
esta manera, el estudio de nuevos modificadores reoldgicos para el chocolate sin
leche, pero siguiendo una tendencia de los ultimos afos en la industria alimentaria
sobre la base del uso de moléculas poliméricas con actividad de superficie,
representa un importante desafio. En forma genérica, los surfactantes poliméricos
(polymeric surfactants), presentan caracteristicas extra respecto de las moléculas
pequenas, que contribuyen a la estabilizacion de emulsiones y suspensiones a
través de mecanismos adicionales. Para comprender estos mecanismos, es
necesario comprender las bases del proceso de formacién de emulsiones y

suspensiones.

1.5. Teoria general de las emulsiones

1.5.1. Emulsiones con una de sus fases acuosa: composicion, estructura y eleccion
de los emulsionantes adecuados

La capacidad estabilizadora de emulsiones y suspensiones de un
emulsionante esta dada por las caracteristicas fisicoquimicas de su molécula. Este
aspecto encierra la caracteristica mas importante de las emulsiones: son estructuras
de organizacién molecular inherentemente inestables. En su forma mas simple, las
emulsiones son sistemas bifasicos formados por dos liquidos inmiscibles. Uno de
estos fluidos es dispersado (la fase dispersa) por accion mecdanica en el otro (la fase
continua) en forma de gotas microscoépicas. Esta dispersidén es termodinamicamente
inestable y su existencia en el tiempo (0 sea, su estabilizacién cinética) dependera
de la accion de los emulsionantes a través de sus propiedades anfifilicas y su
adsorcion interfacial, tal como se expuso en la seccidon 1.4.2 para el chocolate.
Desde el punto de vista tecnoldgico, la preparacion de emulsiones ha sido
generalmente reducida a dispersar una fase oleosa en el seno de una fase acuosa,
obteniendo lo que se conoce como emulsion o/w (del inglés oil-in-water, aceite-en-
agua, Figura 13-a). Esto también es asi en la industria alimentaria, donde podemos
citar como ejemplos relativamente simples a la mayonesa, y la crema de leche. La

forma inversa, donde la fase continua es una fase oleosa donde se ha dispersado el
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agua, es mucho menos comun y se obtiene una emulsion w/o (water-in-oil, agua-en-

aceite, Figura 13-b). Ejemplo de este tipo de emulsion es la manteca (41,42).

Emulsionante (a) (b)
\@ﬁ&?%&g&? 5 o df -
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Figura 13. Representacion muy esquematica de la estructura de emulsiones o/w (a) y w/o (b). Este
tipo de representacion es muy habitual en la literatura, pero en general no guarda las proporciones
reales de tamafios. No obstante, es util para entender la disposicién que adoptan las diferentes partes
de la molécula del emulsionante de acuerdo a su polaridad, cuando se adsorbe en la interface (ver
Figura 11).

Como se ha mencionado anteriormente, los productos alimentarios en general
constituyen las emulsiones mas complejas y su estabilizacion siempre representa un
desafio para los fabricantes de alimentos. En este contexto, la aplicacién de agentes
con actividad de superficie incluye su uso como estabilizador de textura espumosa
en cremas para tortas, fortalecimiento de la masa en panificados, enturbiamiento en
jugos de frutas, prevencion de cristalizacibn en aceites que forman parte de
aderezos, antiadherentes en caramelos, regulacién del empaquetamiento de las
grasas cristalizadas en helados, realce del brillo en coberturas de confiteria, etc.
(32,43).

Al momento de seleccionar el emulsionante mas adecuado, una de las
primeras cuestiones que se plantean tiene que ver con el origen de las moléculas a
utilizar. Asi, durante mas de 150 afnos de manipulacion quimica de aceites y grasas,
se han sintetizado emulsionantes no metabolizables (44). Por otro lado, en la
busqueda de emulsionantes naturales, se han extraido moléculas con actividad de
superficie desde diversas fuentes naturales, asi como también se han obtenido a
partir de procesos biotecnolégicos. Estas moléculas, a su vez, también han sido
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manipuladas quimica o enzimaticamente para modificar sus propiedades
emulsionantes y adaptarlas a requerimientos especificos.

Otra cuestidon que se pone en juego a la hora de elegir un emulsionante, esta
relacionada con el mecanismo estabilizador. La bibliografia consultada revela que
hasta los ultimos 15 anos, la gran mayoria de los trabajos sobre emulsionantes
estuvieron focalizados en aquellas moléculas que ejercen su accién estabilizadora
estrictamente a través de su adsorcion interfacial, excluyendo aquellas que
estabilizan emulsiones por viscosamiento de la fase continua.

Un tercer aspecto que contribuye a la seleccion de un emulsionante, esta
relacionado con la posibilidad de poder predecir, dentro de ciertos limites, qué tipo
de emulsion se formara (Figura 13) y su consecuente estabilidad. En este sentido,
los principales aspectos estudiados estan relacionados con la fuerza idnica, el pH 'y
la concentracion de electrolitos, junto con aspectos termodinamicos y cinéticos.
Dentro de estos estudios, pocas moléculas con actividad de superficie han sido
clasificadas considerando en conjunto sus propiedades fisicas y quimicas, ya sea a
través de la Regla de Bancroft, el numero HLB (Balance hidrofilico — lipofilico; del
inglés: hydrophilic - lipophilic balance) y la geometria molecular (45).

Muy brevemente, la Regla de Bancroft establece que la fase en la cual se
disuelve el emulsionante, sera finalmente la fase continua de la emulsién. De esta
forma, la solubilidad del emulsionante determinara qué tipo de emulsién se formara:
un emulsionante soluble en materiales oleosos, generalmente permitira obtener una
fase continua oleosa, y un emulsionante soluble en agua dara una fase continua
acuosa. Esto fue establecido para surfactantes de bajo peso molecular (PM), aunque
también puede ser utilizado para moléculas poliméricas. No obstante, siempre habra
algunas excepciones.

Por otro lado, el numero HLB es una escala empirica basada en la
comparacién de las proporciones que existen en las distintas moléculas de
emulsionante, de grupos funcionales hidrofébicos e hidrofilicos. Generalmente,
surfactantes con valores HLB entre 4 y 6, tienen mas probabilidad de formar
emulsiones w/o, mientras que aquellas moléculas cuyo valor HLB se encuentra entre
8 y 18, formaran mas facilmente emulsiones o/w.

La estabilidad de una emulsién es un fendbmeno complejo, y su estudio
involucra diversos aspectos que no siempre son observables en sistemas modelo. El
desafio es mayor aun si se trata de sistemas reales, como los alimentos procesados.

Asi, ademas de la inestabilidad termodinamica inherente de las emulsiones, deben
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agregarse otros aspectos tales como fuerzas de repulsidbn electrostaticas,
impedimentos estéricos, otros componentes con actividad de superficie, estado fisico
de las fases constituyentes, tratamientos térmicos, etc. (46-48).
La desestabilizacion de una emulsion se puede producir a través de los
siguientes mecanismos (Figura 14):
A — Inversion
B — Separacion en forma similar a la “crema de leche” (Creaming)
C — Sedimentacién
D — Floculacién
E — Coalescencia
F — Maduracion de Ostwald

T!ﬂ
ol le

l )

Figura 14. Mecanismos de desestabilizacion de emulsiones. A — Inversion, B — Separacién en forma
similar a la “crema de leche” (Creaming), C — Sedimentacion, D — Floculacion, E — Coalescencia, F —

Maduracién de Ostwald.

Estos mecanismos han sido muy bien estudiados y puede encontrarse una
detallada explicacion de cada uno en Tadros (49). La IUPAC define a un
emulsionante como define a un emulsionante como “un agente surfactante que es
positivamente adsorbido en las interfases y disminuye la tensién interfacial. Cuando
estda presente en pequenas cantidades, facilita la formacion de una emulsién, o
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incrementa su estabilidad coloidal a través de la disminucién concomitante o en
forma separada de las velocidades de agregacién y coalescencia” (46).

Estos elementos constituyen la base sobre la cual generalmente es posible
predecir la formacién, estabilidad, comportamiento reoldgico y propiedades de
transporte de estos sistemas dispersos. Los aspectos generales y las propiedades
mas importantes de las emulsiones en las cuales una de las fases es el agua (las
emulsiones tipo o/w 6 w/0) han sido exhaustivamente caracterizados (41,42,49).

Sin embargo, la aplicacion en tales sistemas no es tan directa, y sus
resultados muchas veces no proveen el soporte predictivo por el cual fueron
ideados. Es entonces relativamente simple comprender que su uso en sistemas no
acuosos como el chocolate, implicara dificultades aun mayores, donde conceptos
como concentracion de electrolitos y pH generalmente no pueden ser aplicados.

1.5.2. Emulsiones no acuosas y emulsionantes poliméricos

Existe otros tipos de emulsiones muchos menos comunes pero Nno por eso
menos importantes, como son las emulsiones w/w (del inglés, water-in-water, agua-
en-agua) y o/o (oil-in-oil, aceite-en-aceite). Estas ultimas pueden aparecer en la
literatura mencionadas también como emulsiones no acuosas (ENA) (non-aqueous
emulsions), emulsiones anhidras (anhydrous emulsions), o emulsiones sin agua
(waterless emulsions), y han sido de interés para el desarrollo de este estudio.

Cémo ya se ha mencionado, el chocolate es una suspensién de particulas
sélidas polares e hidrofilicas (principalmente, azucar) dentro del seno de una fase
continua apolar y lipofilica (la manteca de cacao). Esta estructura se encuadra
dentro de las dispersiones con la forma w/o, pero donde el agua esta practicamente
ausente (ver seccién 1.2.3.). Esta condicion de anhidro, sumado a su elevada
viscosidad propia del comportamiento pseudoplastico, y el color oscuro de la matriz
chocolate, se presentan como obstaculos al momento de utilizar las herramientas
analiticas que mas comunmente sirven de apoyo en las investigaciones donde estan
involucrados agentes emulsionantes. Cémo ejemplos podemos citar la reflectometria
para el estudio de cinéticas de adsorcidn-desorcidén, donde es privativo el uso de
soluciones acuosas y muy fluidas para su facil circulaciéon por las conexiones de
pequeno diametro de los equipos; y la microscopia éptica para el estudio de la

microestructura resultante, donde el color oscuro no permite su uso.
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En este sentido, las emulsiones no acuosas (ENA) se presentan como una
muy buena opcion para el estudio de los mecanismos involucrados en la accidn
estabilizadora de diferentes emulsionantes.

Sin embargo, las ENA son sistemas escasamente estudiados. Los primeros
resultados fueron publicados hace aproximadamente 50 afos, cuando Petersen y
Hamill caracterizaron la preparacién de emulsiones de este tipo para su uso en
cosmetologia (50). Mas recientemente, las investigaciones se han dirigido hacia su
estudio como transportadores de drogas en sistemas de liberacidén de farmacos
(51,52). Relacionado a potenciales aplicaciones en productos alimenticios, esta
escasez de investigaciones es aun mayor. Patel, Schmid, and Lawrence (53)
estudiaron ENA obtenidas con componentes de uso permitido en alimentos. Asi,
reemplazaron el agua con glicerol y propilenglicol (PG) como fases polares no
acuosas, usando lecitina de soja como emulsionante. Con este disefio experimental,
lograron obtener las ENA mas estables cuando se disperso la fase oleosa en una
fase continua de propilenglicol, por lo que se dice que se obtuvo una emulsion del
tipo aceite-en-PG. La estabilidad de estas emulsiones dependié de la solubilidad de
la lecitina en la fase PG, lo cual esta de acuerdo con lo establecido por la Regla de
Bancroft (ver seccion 1.5.1). Sin embargo, un aspecto importante a tener en cuenta
es el hecho que esa mayor estabilidad se logré con la adicion de un co-surfactante al
sistema (53).

Como en el ejemplo anterior, se puede encontrar en la literatura que casi
invariablemente las ENA han sido producidas y estabilizadas a través del uso
de moléculas anfifilicas relativamente pequenas, con las que el mecanismo de
estabilizacién depende generalmente de la adsorcion del emulsionante a la interfase
producida entre las fases continua y dispersa. Este fendbmeno, provoca una
disminucién en la energia libre de interfase, evitando la coalescencia de las gotas y
consecuentemente la separacién de fases.

Sin embargo, también se han usado moléculas poliméricas para obtener ENA
estables, aspecto que se ha visto favorecido por la mayor inestabilidad que
inherentemente presentan las ENA comparadas con las emulsiones acuosas: las
ENA pueden necesitar mecanismos de estabilizacién adicionales que afecten
principalmente la velocidad de coalescencia de las gotas de la fase dispersa, ya que
la adsorcion interfacial del surfactante puede no ser suficiente. De esta manera, la
posibilidad de que las gotas dispersas puedan viajar, encontrarse, fusionarse y
coalescer, podra ser restringida si se incrementa la viscosidad de la fase continua.
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Una de las formas mas simples de llevar adelante este efecto cinético, es a
través del uso de polimeros de diversos tipos: esta ha sido la base del uso de
polimeros como estabilizadores de emulsiones, ya sean estas acuosas 0 no
acuosas.

De un tiempo a esta parte, se han desarrollado numerosos polimeros con
actividad de superficie para ser utilizados en el campo de la estabilizacion de
emulsiones, en la mayoria de los cuales se pueden reconocer al menos dos
mecanismos a través de los cuales logran este efecto: uno termodinamico (a través
de la reduccion de la energia libre de interfase) y otro cinético (a través del
incremento de la viscosidad de la fase continua, que produce disminucion de la
velocidad de coalescencia de las gotas de la fase dispersa).

Este desarrollo de moléculas poliméricas esta basado en la gran potencialidad
de muchas macromoléculas de ser manipuladas quimicamente, permitiendo el
agregado de grupos funcionales a voluntad sobre la cadena polimérica principal. De
esta manera, dentro de ciertos limites es posible manipular a voluntad la polaridad
de un emulsionante, de acuerdo a requerimientos especificos.

Por otro lado, la mayor parte de las investigaciones sobre ENA se ha
realizado sobre emulsiones en las que la fase dispersa es la menos polar, de lo que
se desprende que la fase continua sera la de mayor polaridad. Esta fase continua en
general serd menos viscosa, y tendra menor capacidad de estabilizar la emulsién a

través del mecanismo cinético antes descripto.

Considerando estos aspectos y los conceptos involucrados en la Regla de Bancroft y
el numero HLB, se han evaluado dos aproximaciones para la obtencion y
estabilizacién de ENA (54,55):

e Diseno de surfactantes cuya molécula cuente con dos porciones
estructuralmente incompatibles, cada una soluble selectivamente en uno de
los dos liguidos inmiscibles involucrados en una emulsion.

e Hallar liquidos polares inmiscibles con fases oleosas, que puedan servir de
reemplazo del agua. Como una caracteristica adicional, estos liquidos
deberian mostrar compatibilidad con emulsionantes de demostrada
solubilidad en liquidos polares.
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1.5.3. Estructura modificable de los emulsionantes poliméricos y etilceluosa como
polimero hidrofobico comestible con actividad de superficie.

La EC representa un emulsionante polimérico casi Unico si se tienen en
cuenta tres caracteristicas esenciales: su caracter comestible, su actividad de
superficie y sus propiedades hidrofdbicas que le otorgan la posibilidad de disolverse
en aceites y grasas de uso culinario. Existe una variedad interesante de polimeros
hidrofébicos, pero muchos de ellos no son aptos para uso alimentario, y a pesar de
disolverse en aceites y grasas no siempre presentan actividad de superficie, lo cual
no los habilita para ser usados como estabilizadores de emulsiones.

Son las caracteristicas estructurales de la molécula de EC las que le otorgan
estas propiedades, y para poder entender su origen es necesaria una breve
descripcién general comparativa con otros polimeros. De esta manera, un
homopolimero es aquel cuyos mondmeros son todos idénticos. Por otro lado, un
copolimero es sintetizado usando dos o mas mondmeros diferentes. Los
copolimeros tienen propiedades especiales que son alcanzadas a través de la
combinacién de las caracteristicas de sus mondmeros individuales. Adicionalmente,
estas propiedades no dependen uUnicamente de la naturaleza quimica de sus
mondmeros, sino también de su configuracién. Debido a esto, los copolimeros son
frecuentemente clasificados dentro de cuatro categorias: alternado, al azar, en

bloque y de injerto (Figura 15).

Alternado

XE®S 5B EXK G [ - WG -
De bloque

W OWW 7 ;v L & 2 N W
Al azar

. SRR - P - ¢ GERVENS SR

De injerto

Figura 15. Estructura de los copolimeros segun la disposicion de sus mondémeros en la molécula.
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Los copolimeros de injerto (del inglés: graft) y de bloque (del inglés: block)
han sido los polimeros mas usados en estabilizacion de ENA (54,56,57). Los
copolimeros de bloque son macromoléculas formadas por bloques dispuestos en
secuencia lineal. Cada bloque es una porcidn definida que tiene algunas
caracteristicas diferenciales con respecto a los bloques adyacentes. De esta forma,
si A y B son dos bloques poliméricos diferentes, su disposicién en la molécula puede
ser AB (copolimero dibloque) y ABA o BAB (copolimeros tribloque). Por su parte, los
copolimeros de injerto son polimeros en los que uno o mas bloques poliméricos
estan unidos a una cadena principal de la macromolécula, formando un polimero
ramificado.

Estas ramificaciones pueden tener diferentes propiedades respecto de la
cadena principal, haciendo que el polimero sea susceptible de ser intervenido
quimicamente para modificar su anfipaticidad. Ya sea en polimeros de injerto o
polimeros de bloque, numerosos “bloques poliméricos” han sido usados en la
confeccién de surfactantes poliméricos, en diferentes combinaciones y longitudes.
(44, 54, 56, 58-61).

Sin embargo, en muchos casos su eficiencia no ha sido total, y desde hace un
tiempo ha comenzado a ponerse atencion a la sintesis de nuevos polimeros de
injerto para ser usados como emulsionantes (46,57,60). Entre ellos se encuentran
diversos éteres de celulosa. Entre los de naturaleza hidrofilica, quizas el mas
estudiado en su capacidad emulsionante en el area farmacéutica, ha sido la
hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) o “hipromelosa” (62-64). Entre los de naturaleza
hidrofobica, sobresale la EC. Como los demas éteres, la EC deriva de la celulosa, un
polimero natural formado por la unién de restos de glucosa a través de enlaces B (1-
4) (Figura 16).

OH

n-2

Figura 16. Estructura quimica de la celulosa.
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Cada anillo de glucosa, tiene tres grupos hidroxilo que pueden reaccionar
para dar una estructura “injertada”. Al insertar grupos hidrofilicos, la estructura
resultante tendra mayor capacidad de retencion de agua y experimentara hinchazén
en medios acuosos. Por otro lado, si a la cadena principal se le introducen grupos
mas lipofilicos, le proporcionaran mayor actividad de superficie a la molécula
resultante. Asi, cuando la celulosa es tratada con cloruro de etilo bajo determinadas
condiciones, la reaccion dara etilcelulosa (Figura 17). En este caso, el grado se
substitucién estarda determinado por las condiciones de reaccion y la relacién entre

los reactantes (44).

Figura 17. Estructura quimica de la etilcelulosa.

La EC ha sido evaluada en sus propiedades para desarrollos en el area
alimenticia y en el area farmacéutica, aunque esas aplicaciones en la gran mayoria
de los casos fueron a altas concentraciones, en manufactura de microparticulas (65)
0 como agente estructurante en aceites liquidos de origen vegetal (66-69). Mucho
menos explorado ha sido su uso a bajas concentraciones como estabilizador de
suspensiones y emulsiones, y en esos casos la mayor parte se realiz6 en sistemas
de base acuosa (44,46,57).

La conjuncién de estos aspectos, derivados de la hidrofobicidad de su
molécula como caracteristica estructural sobresaliente, presentaba a la EC como un
potencial agente estabilizador de la suspension chocolate (de acuerdo a la Regla de
Bancroft) y represent6 la base de este estudio.

Sin embargo, las investigaciones mencionadas demostraban que mas alla de
su actividad interfacial, la estabilidad de las emulsiones preparadas con EC puede
no sélo deberse a la adsorcidén interfacial del polimero. Un segundo efecto

estabilizador puede estar derivado de su solubilidad en aceites, por lo cual actuaria
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como un espesante de la fase continua en emulsiones w/o, evitando su ruptura a
través de estabilizacion estérica (60). Imagenes obtenidas a través del microscopio
electrénico de transmision (TEM), sugieren que en ciertas emulsiones, la EC coloidal
precipita en la interfase (46), con la consecuente estabilizacién de esas emulsiones.
Este tipo de sistemas suele clasificarse como “emulsiones estabilizadas por sélidos”,
o “emulsiones Pickering”.

Lo anterior permite ver que puede ser dificil desentrafiar el mecanismo por el
cual la EC ejerce su accion estabilizadora en determinados sistemas, mas aun si se

trata de sistemas complejos como los alimentos.

1.6. Polimorfismo cristalino y transicion liquido — sélido del chocolate durante
el temperado.

1.6.1. Composicién quimica de la manteca de cacao como base de su

comportamiento cristalino.

Cémo se mencion6é brevemente en la seccion 1.2.4, la solidificacién de los
lipidos se produce a través de la cristalizacion ordenada de sus TG constituyentes,
pudiendo existir para una misma composicidn quimica, entidades sdlidas con
diferentes ordenamientos cristalinos, o polimorfos. El tipo, nUmero y estabilidad de
polimorfos que pueden obtenerse, dependera de la composicién en acidos grasos
(AG) de esos TG, el largo de su cadena hidrocarbonada y de su posicién en la
molécula de glicerol (Figura 18); asi como de varios agentes externos tales como

temperatura, presion, solvente, velocidad de cristalizacién e impurezas, entre otros.

H
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Figura 18. Esquema de la estructura quimica de un triglicérido saturado. Los tres residuos de acido

graso pueden tener diferentes longitudes, representadas por p, qy r (15).
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De acuerdo a esto y debido a su composiciéon en TG, las grasas en su gran
mayoria presentan tres formas polimérficas diferentes, llamadas a, B’ y B en orden
creciente de estabilidad, segun la clasificacion de Larsson (70). Comparada con la
mayoria de las grasas, la MC presenta una composicion en AG relativamente simple,
dado que soélo tres representan algo mas del 95 % de sus AG: palmitico (C16:0),
estearico (C18:0) y oleico (C18:1), simbolizados aqui como P, S (del inglés: stearic)
y O.

Esto hace que la composicion en TG de la MC también sea simple, pero
ademas muy especifica: mas alla que se pueden identificar entre 40 y 50 TG
diferentes en la MC, la mayoria de los TG tendran la forma acido graso saturado — O
— acido graso saturado, y dentro de esta distribucién, predominan las formas POS
(35 %), SOS (23 %) y POP (15 %) (15,71).

Esta escasa variabilidad en sus TG, permite que estos puedan empaquetarse
de diferentes maneras en la red cristalografica, cada vez mas compactados segun el
proceso térmico a que se los someta, dando lugar a la posibilidad de cristalizar hasta
en seis formas cristalinas diferentes, cada una con su rango de fusion definido, tal

como se muestra en la Tabla I:

Tabla I. Formas polimérficas de la manteca de cacao. Diferentes nomenclaturas, puntos de fusién y

empaquetamiento de las cadenas de TG (12).

Willie y Lutton Larsson PF (¢C) Empaquetamiento
Forma | B2 16 —-18 Doble
Forma Il a 21-22 Doble
Forma llI Mezcla de Il 'y VI 25,5 Doble
Forma IV B’ 1 27 -29 Doble
Forma V B2 32-34 Triple
Forma VI B1 34 - 36 Triple

El polimorfismo de los TG es monotrépico, lo cual significa que sélo uno de
los polimorfos es estable, y el menos estable siempre termina transformandose en el
mas estable (72). Asi, las formas | a la IV son las mas inestables, y pueden
obtenerse bajo determinadas condiciones. La forma | rapidamente se transforma en
lall, y éstaenlalll y IV, aunque a velocidades mas lentas. Como un ejemplo, si a un
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chocolate todavia liquido a 30 °C, se lo somete a un enfriamiento con corriente de

aire a unos 13 °C durante 15 minutos, la forma IV sera el principal tipo de cristal que

se halle presente en el chocolate sélido. Esta forma polimorfica es relativamente

blanda, por lo que el chocolate no tendra un buen “chasquido” (del inglés “snap”) al

quebrarse, uno de los parametros de aceptacion mas importante a nivel del

consumidor. Por otro lado, el polimorfo IV en unos pocos dias se transformara en la
forma V. La Difraccion de Rayos X (DRX) permite identificar los diferentes polimorfos

a partir de la forma Il, generandose patrones de difraccion como los que se muestran

en la Figura 19.

(unidades arbitrarias)
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Figura 19. Polimorfos de la manteca de cacao y su identificacion por DRX (modificado de la referencia

15).

De esta manera, es posible el seguimiento de la evolucion de estas

transiciones, aunque esto dependera de las diferentes configuraciones
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instrumentales de los difractémetros. Las formas V y VI (o las formas ) son las méas
estables en la manteca de cacao. Cuando el temperado se realiza de manera
correcta (esto es, a través de un ciclo de temperatura — tiempo disenado y seguido
de manera precisa), se obtiene un chocolate con la forma polimérfica V, ya que la
forma VI es dificil de obtener en las condiciones del proceso habitual (71,12).

1.6.2. Transiciones polimoérficas y desarrollo del florecimiento graso (fat bloom).

Todas las transformaciones polimoérficas que se han mencionado, ocurren con
un reacomodo de los TG cada vez mas compacto y en consecuencia mas estable.
No obstante, en todo momento durante el proceso térmico hay una parte de esa
grasa que permanece liquida (aunque no pueda percibirse macroscopicamente), y al
producirse ese empaquetamiento cada vez mas compacto esos TG liquidos no
pueden acomodarse en la red cristalina y son segregados desde el centro de la
pieza de chocolate hacia la superficie, donde en un determinado momento
cristalizaran. Esto se percibe visualmente como un polvo blanco-amarillento, que
incluso puede parecer un chocolate que ha desarrollado mohos; no obstante se trata
de cristales de grasa segregada (Figura 20). Este fenbmeno se conoce como
florecimiento graso o eflorescencia grasa (del inglés fat bloom), y representa la
mayor causa de pérdidas econémicas en la industria del chocolate.

Figura 20. Porcion de una tableta de chocolate donde se muestran zonas con desarrollo de fat bloom
(A) junto a zonas sin desarrollo (B).
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Asi, la forma polimoérfica V (o comunmente llamada, B-V) es la mas buscada y
el proceso de temperado se disenara para obtenerla. El chocolate bien temperado,
tendra buen brillo, buena resistencia al fat bloom, buena contraccién para un
correcto desmolde y buen chasquido al quebrarlo (12). No obstante, la
transformacion V — VI es un proceso inevitable en la actualidad, acompanada del
desarrollo de fat bloom. Si bien este cambio polimérfico es cinéticamente poco
favorable (puede llevar meses en condiciones de almacenamiento adecuadas), se
acelera en chocolates con almacenamiento defectuoso, como por ejemplo que
hayan estado al sol 0 en ambientes donde en algin momento del dia sufren altas
temperaturas; o que han tenido un temperado incorrecto. De esta manera, un
chocolate bien temperado pone de manifiesto el aspecto mas especial de la MC: el
rango de fusién del polimorfo B-V es muy estrecho, a comparacién de la gran
mayoria de las grasas, haciendo que funda muy rapidamente y a una temperatura
justo entre la temperatura ambiente y la de la boca (73).

En el proceso de produccién, los eventos del temperado se dan en dos etapas.
Primero, durante la pre-cristalizacién, se produce el temperado® propiamente dicho
(esto es: el enfriado de la masa del chocolate proveniente del concado). Esta etapa
puede eventualmente ser inducida por la adicion de diferentes aditivos, que apuntan
a regular la reologia de la masa del chocolate mientras se enfria, acelerando el
proceso de cristalizacion. La accion de cristalizar la MC mientras la masa entera del
chocolate se esta agitando, se conoce como cristalizacion dinamica. Segundo,
durante la cristalizacion final, se produce el endurecimiento de toda la masa del
chocolate (74).

Como se establecio en la descripcidn de la etapa de concado, la eficiencia de los
eventos producidos durante el mismo tendrd impacto en el temperado (9,75). Asi,
con el uso de emulsionantes novedosos, que si bien pueden ser totalmente
eficientes en su rol de modificadores reoldgicos, se debe evaluar la posibilidad que
eventualmente puedan facilitar o desestabilizar el correcto ensamble de la red
cristalina de los TG (29). Toma aqui importancia el concepto de “materiales
minoritarios”, donde determinadas moléculas, muchas veces en muy pequefas
concentraciones e incluso a veces no intencionalmente presentes en el material a
cristalizar, pueden afectar marcadamente la obtencién del polimorfo mas estable. Si
esto ocurre, el principal impacto se traducira en el retardo o la aceleracion de la
aparicion del fenémeno de fat bloom.

¢ Del inglés temper. templar, moderar. Usado como sinénimo de quenching: enfriar.
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1.7.Manteca de cacao y chocolate como vehiculos de principios activos.

La posibilidad de utilizar el chocolate como vehiculo de principios activos con
actividad biolégica o bien principios activos farmacéuticos, ha sido atractiva en
diferente magnitud a lo largo del tiempo, relacionado generalmente a su capacidad
de enmascarar sabores agresivos (76-79). Quizas su principal obstaculo, haya sido
su “baja popularidad nutricional”, considerando su alto contenido en grasas y
azucares (aproximadamente 30 % y 45 % respectivamente), que haria inviable la
administracion de un medicamento disenado para cubrir un tratamiento largo y con
numerosas tomas diarias.

No obstante, continla generandose investigacion relacionada a este tema,
principalmente en lo que hace a principios activos naturales que provienen del grano
de cacao y a los que tradicionalmente se les ha asignado un rol beneficioso para la
salud: los polifenoles y su conocida actividad antioxidante in vitro (80-84). Sin
embargo, no existen estudios definitivos sobre su accién antioxidante en humanos, o
los existentes generan no pocas criticas acerca de su falta de planificacion o disefio
defectuoso (85). No debe dejar de observarse que la mayoria de esos estudios
cuentan con el apoyo de empresas fabricantes de chocolates y productos del cacao,
lo cual transforma a esos estudios en al menos discutibles.

Por otro lado, la posibilidad de utilizar al chocolate o la manteca de cacao como
vehiculos para diferentes principios activos farmacéuticos, no cuenta con tanta
popularidad (si bien la MC es un excipiente muy usado en la industria farmacéutica),
y la revisién bibliografica arroja escasos y antiguos resultados (76,77). Asi, estos
principios activos anadidos, generalmente son moléculas de naturaleza hidrofébica y
muchas veces pasibles de accién hidrolitica, para los cuales la fase grasa del
chocolate representa un aspecto atractivo por su composicién y consecuente

comportamiento térmico.

1.7.1. Principios activos anadidos al chocolate: estrategias de formulacién para
farmacos poco solubles en agua.

La industria farmacéutica enfrenta desde hace un tiempo, el desafio que
representan los farmacos poco solubles en agua y la afectacion que esto produce a
su accioén terapéutica (86). Uno de esos farmacos es el mebendazol (MBZ, Figura
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21), un antiparasitario muy difundido de uso humano y animal, de probada eficacia
contra un amplio espectro de helmintos.

H GJ.-? :
(L,
0
Figura 21. Estructura quilmica del MBZ (87).

Sin embargo, la molécula de MBZ tiene la propiedad de cristalizar en tres
polimorfos diferentes en determinadas condiciones, denominados A, B y C. El
principal inconveniente de este fenémeno, radica en que el de mayor potencia
terapéutica (el polimorfo C) es el menos soluble, y de los otros dos, el A es inactivo
mientras que el B tiene descriptos efectos téxicos, mas alla que presenta buena
accion terapéutica. Sumado a esto, el polimorfo A es el mas abundante y estable,
por lo que la transformacién del C en A es un evento energéticamente favorable (88).
Como en el caso de la MC, la DRX permite la identificacién de estos polimorfos en el
MBZ (Figura 22).
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Figura 22. Difractogramas de los tres polimorfos puros del MBZ, comparado con el obtenido para una

materia prima comercial. La flecha indica una pequena cantidad de la forma A en la muestra

comercial (modificado de la referencia 89).
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En el area farmacéutica esta metodologia analitica se ha transformado en una
herramienta esencial para la deteccién de preparaciones que presentan problemas
asociados a esta arista de las propiedades moleculares.

Asociado a esto, el MBZ es practicamente insoluble en agua y de muy baja
solubilidad en un amplisimo abanico de solventes, incluidos algunos de los menos
polares conocidos (90). De hecho, la forma mas simple de disolverlo es en acido
férmico concentrado. Por otro lado, solo entre el 5 % y el 10 % de la droga ingerida
es absorbida a nivel intestinal. Esa absorcibn mejora si es ingerido junto con
alimentos, y mas aun si esos alimentos son de base grasa (91). Por ultimo, este
farmaco tiene un fuerte sabor amargo, caracteristica no menor si se considera que
los principales afectados al tratamiento con antiparasitarios son los nifios.

Considerando todos estos aspectos, el chocolate representa una atractiva

opcidn para la vehiculizacion de este farmaco.

1.7.2. Principios activos afnadidos al chocolate: farmacos solubles en aceites y
grasas, con problemas de fotosensibilidad y dosificacién.

El altrenogest es un progestageno sintético de uso veterinario, y se utiliza

como regulador del ciclo estral en ganado porcino y equino (Figura 23).
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Figura 23. Estructura quimica del altrenogest (92).

Presenta una buena solubilidad en materias grasas; de hecho, su
presentacion comercial habitual es una solucion del principio activo en aceites
comestibles, cuyo envase se encuentra provisto de un sistema de dosificacion que
permite entregar el volumen medido que contiene la cantidad del farmaco necesario
para una dosis.

La molécula de este principio activo presenta una marcada fotosensibilidad,
caracteristica que junto a su presentacién comercial habitual en forma liquida, suelen

representar en diversa medida desventajas para el personal encargado del
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tratamiento de los animales en criaderos. Estas desventajas y algunas otras, estan
dadas fundamentalmente por el sistema de dosificacion, ya que en algunas
presentaciones donde el recipiente estd provisto de manguera, no sélo puede
producirse una exposicion del contenido demasiado prolongada a la luz, sino que
esa manguera no permite una adecuada higienizacién post-dosificacion, facilitando
el enranciamiento del aceite vehiculo. Relacionado a esto, y ya considerando el
tamano de dosis, la entrega de la solucién liquida se hace sobre el alimento de los
animales, o bien directamente en la boca de los mismos. Si se tiene en cuenta que
en algunos criaderos puede haber hasta mas de un centenar de animales, es muy
dificil evaluar si el animal ha ingerido la totalidad de la dosis.

Varios de estos aspectos pueden ser mejorados a través de la dosificacion de

este principio activo en manteca de cacao o incluso chocolate.
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2. ANTECEDENTES

Los emulsionantes son esenciales para la fabricacion del chocolate, y si bien
se investiga constantemente sobre nuevas moléculas con actividad de superficie,
hay aspectos aun desconocidos que pueden acelerar el deterioro del producto con
consecuentes pérdidas econémicas.

Adicionalmente, el creciente numero de consumidores que optan por
alimentos que no contengan derivados de OGM, ha planteado encontrar alternativas
al uso de la lecitina de soja.

Finalmente, el desarrollo y uso de surfactantes poliméricos es una tendencia
en la industria farmacéutica que gradualmente esta abarcando a la industria
alimentaria, estudiandose principalmente en la estabilizacion de emulsiones
acuosas.

Por lo expuesto, nos planteamos estudiar el sistema chocolate, para
incrementar el conocimiento en el uso de surfactantes poliméricos sobre sistemas

anhidros y para aportar soluciones tecnoldgicas para la fabricacion de este alimento.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estudiar y caracterizar las interacciones que se establecen entre
emulsionantes y sistemas lipidicos complejos como manteca de cacao y chocolate,
evaluando su efecto sobre propiedades reoldgicas y del estado sdélido, y el impacto
sobre la estabilidad de principios activos.

3.2. Objetivos especificos

- Evaluar la influencia de diferentes mezclas de emulsionantes en las propiedades
de cristalizacién de la manteca de cacao, a fin de adquirir conocimientos basicos que
puedan ser aplicados a predecir el comportamiento del producto final respecto de su
estabilidad frente al florecimiento graso (fat bloom).

- Caracterizar el impacto de emulsionantes sobre el comportamiento reolégico de la
masa de chocolate sin leche en las etapas de concado y temperado, evaluando
principalmente el impacto sobre los parametros viscosidad y limite de fluencia.

- Explorar los mecanismos a través de los cuales las moléculas evaluadas producen
la estabilizacién de la suspension chocolate, aplicandolas a sistemas anhidros mas

simples como las emulsiones no-acuosas.

Estudiar el efecto de modificaciones en la composicion o en el proceso de
fabricacién por el uso de diferentes emulsionantes, sobre la estabilidad de distintos
principios activos afnadidos al chocolate o manteca de cacao.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

e Chocolate sin leche, sin emulsionante: estas muestras fueron provistas por la
firma Arcor. Se prepararon en planta piloto siguiendo las condiciones de
elaboracién establecidas para su producto comercial de estas caracteristicas,
pero con modificaciones. Brevemente, el chocolate fue refinado y concado (24 h
a 60 °C), pero no se le agregaron emulsionantes y no fue temperado. La

composicidn de estas muestras se detalla en la Tabla Il:

Tabla Il. Composicién porcentual del chocolate sin leche y sin emulsionantes usado en esta tesis.

Ingrediente Proporcion (%)
Azucar 44 4
Licor de cacao 46,3
MC 9,3

Posteriormente, a estas muestras se adicionaron los emulsionantes evaluados.

e Manteca de cacao: de uso en la industria, provista por la empresa Arcor.

e Lecitina de soja (Solae) y PGPR (Danisco): emulsionantes provistos por la
empresa Arcor.

e FEtilcelulosa (EC): Ethocel™ Standard Premium 10, 20, 45 y 100 (denominacién
comercial que hace referencia a cuatro productos de viscosidades distintas), con
un contenido de etoxilo entre 48,0 % y 49,5 % (segun informacion del
proveedor). Provistos por Dow Chemicals, Brasil.

e Triglicéridos de cadena media (TCM): Neobee™ M-5. Este aceite contiene 98 %
de una mezcla de los acidos octanoico (Nombre comun: caprilico; C 8:0; 66 % en
el TCM) y decanoico (Nombre comun: caprico; C 10:0; 32 % en el TCM). (Stepan
Co., USA).

e Aceite comestible puro de soja: Sojola® (AGD, Argentina). Adquirido en
comercios locales.

e Propilenglicol (PG): Calidad: para andlisis. Cicarelli (Rosario, Argentina).
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e Azul de metileno: Calidad: para analisis. Cicarelli (Rosario, Argentina).

4.2. Métodos

4.2.1. Preparacion de las muestras.

Se dised de manera tal que los procesos usados en el laboratorio imitaran lo
mas fielmente posible los procedimientos industriales de concado y temperado. Para
esto se tom6é como base la norma estandarizada de la International Confectionery
Association (ICA), Analytical Method 12 — Manufacturing Process of Small Scale
Chocolate Samples (93); asi como la experiencia en escala piloto del personal del
area Desarrollo de la firma Arcor.

4.2.1.1. Procedimiento para la adicibn de emulsionantes y principios activos

farmacéuticos a chocolate y MC.

La mezcla emulsionante EC-TCM, la lecitina de soja y los principios activos
evaluados, fueron agregados al chocolate sin emulsionante (seccion 4.1.) y a la MC,
fundidos a 55 °C. La mezcla se homogeneiz6 durante 2 horas a esa temperatura en

un mezclador de paletas, a 20 r.p.m.

4.2.1.2. Procedimiento para el temperado manual, moldeado y desmolde de

chocolate, MC y sus mezclas con principios activos farmacéuticos.

Este procedimiento se disefno para la obtencion del polimorfo B-V en todas las
muestras mencionadas.

El chocolate se fundi6 totalmente a 50 °C, para eliminar todos los cristales de
grasa. Siempre removiendo la masa, se enfrié a 29 °C en un primer bafo de agua
con hielo (Tparo 1 = 18 2C). Sin dejar de remover la masa, se llevo hasta 29,5 / 29,7
2C en un segundo bafo de agua (Tpamo 2 = 30 °C). Se vertié el chocolate en el molde
precalentado a 25 °C. El molde se colocé en heladera, luego en freezer, y por ultimo
nuevamente en heladera; durante 10 min en cada caso. Finalmente se dejé en
reposo a temperatura ambiente durante 5 min y se desmold6. Luego de envolverlo
en papel de aluminio, se conservd entre 20 y 25 °C hasta su andlisis.
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Los eventos involucrados en el temperado se resumen en el esquema siguiente

(Figura 24).
A
50°C
o
2 Calentar Enfriar
o
Q.
e
(]
|_
302C
Chocolate Acalentar
29°C
Chpcolate Fusién I Cantidad ngién de
sélido total adecuada cristales
de cristales inestables
estables

Figura 24. Secuencia de temperado para la cristalizacion de la MC en el chocolate (modificado de la
referencia 11).

4.2.1.3. Preparacion de las muestras para DRX de polvos.

Para estas determinaciones, las muestras temperadas segun el método
descripto en la seccion 4.2.1.2, debieron ser reducidas de tamarno. De esta manera,
se uniformiza el tamafo de particula y se busca reducir el fenédmeno de orientacién
preferencial (Capitulo 4, seccién 5.4.1). Para lograr esto, las muestras fueron
ralladas y depositadas en los portamuestras del equipo evitando su compactacion.

4.2.1.4. Preparacion de las soluciones (mezcla emulsionante y EC para cobertura) y

oleogeles de EC en TCM y aceite de soja.

Para obtener una suspensién homogénea, la EC junto con cada uno de los
aceites evaluados, fueron calentados durante 5 min con agitacion magnética
constante. La plancha de calentamiento esta provista de sonda digital para el control
de la temperatura, y fue previamente estabilizada a 90 °C. Luego de este tiempo, la
temperatura se incrementd hasta alcanzar la temperatura de transicion vitrea (Tg) de
la EC (entre 130 °C y 150 °C, dependiendo del PM del polimero), lo cual ocurrié

aproximadamente a los 10 min. De acuerdo a nuestra experiencia, todos los
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polimeros de EC evaluados en este trabajo, en 50g de mezcla con los aceites,
dieron una solucién clara en menos de 5 min luego de que la Tg fuese alcanzada.

Las soluciones con una concentracion mayor al 6 % de EC, y que generaron
oleogeles, fueron trasvasadas en caliente y los recipientes llevados a una estufa de
incubacion a 20 °C (Shel Lab, USA), donde se dejaron reposar durante 1 h. Después
de este tiempo, los viales fueron almacenados a 4 °C durante 24 h antes de ser
sometidas a ensayo. Estos oleogeles fueron evaluados a través del método de
extrusién hacia atras (back extrusion), segun se describe en la seccidén 4.2.2.2.

Las soluciones de EC con concentracién por debajo del 2 % (p/p), que no
gelificaron, se dejaron a temperatura ambiente. Estas muestras fueron analizadas
utilizando un redmetro con geometria de cono y plato, segun se describe en la

seccion 4.2.2.1.
4.2.1.5. Preparacién de las emulsiones de PG en TCM y aceite de soja.

Se usaron como punto de partida las soluciones y oleogeles obtenidos en la
seccién 4.2.1.3. Los oleogeles fueron previamente fundidos a 80 °C para hacerlos
maés fluidos y faciles de mezclar con el PG. Este fue luego agregado lentamente en
las diferentes proporciones, y las mezclas resultantes fueron dispersadas utilizando
vibracién vortex a 3.200 r.p.m. (Vortex-Genie 2; Scientific Industries Inc.; USA) 6 un
homogeneizador del tipo rotor-estator de alta velocidad de cizalladura (Ultra Turrax;
Janke & Kunkel; Alemania).

En ambos procedimientos de mezcla, la homogeneizacion se mantuvo
durante un minuto, una vez alcanzada la proporcion deseada de PG (10, 30 y 50 %
PG).

4.2.1.6. Preparaciéon de las soluciones de EC para los ensayos de compresion en

monocapas de Langmuir.

La técnica requiere la siembra en superficie de muy pequefas cantidades de
las moléculas a evaluar, para lo cual se prepara una solucion madre de cada EC,
que luego se diluyen convenientemente para obtener soluciones de trabajo.

El solvente usado fue una mezcla de cloroformo:etanol 4:1 (v/v).
Solucion madre de EC: se disolvieron 10 mg en 10 ml de la mezcla solvente.

Concentracion: 1 mg/ml.
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Solucion de trabajo: se diluy6 la solucién madre por un factor de 20. Concentracion
final de trabajo: 0,05 mg/ml.

4.2.2. Procedimientos analiticos

4.2.2.1. Medicién de las propiedades reolégicas.

Para el estudio de las propiedades reolégicas en las diferentes muestras
evaluadas, se utilizd6 un redmetro rotacional de esfuerzo controlado marca Anton-
Paar (Austria), modelo Physica MCR301; provisto del software Rheoplus Versién
3.0x (2007) para el analisis de los resultados (Departamento de Quimica Orgéanica
de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC).

e |as propiedades de flujo del chocolate fundido, se caracterizaron siguiendo el
protocolo estandarizado en el Analytical Method 46 de la International Confectionery
Association (ICA) (17). Modificacion al método: se utiliz6 de geometria de cono y
plato (CP50-1) en lugar del arreglo de cilindros concéntricos recomendado por la
norma (ver Figura 5). Esta modificacion fue posible dada la naturaleza comparativa
(y no absoluta) de las mediciones realizadas.

e Las caracteristicas fisicas de las soluciones de EC con concentraciones
menores al 2 % (p/p), asi como las correspondientes a las emulsiones derivadas de
ellas, fueron evaluadas siguiendo el método descripto por Ruiz Martinez et al (94).

e Para tener acceso a las propiedades de aquellas soluciones que formaron
geles rigidos a temperatura ambiente (Capitulo 2), esto es entre 4 % y 23 % de EC
(p/p), se fluidificaron los geles por calentamiento y las mediciones reol6gicas se
realizaron a 40 °C, en un rango de velocidades de cizalla de 2 a 50 s™.

En todos los casos, los resultados fueron el promedio de 3 mediciones.

4.2.2.2. Mediciones de extrusidn hacia atras (back extrusion) en texturometro.

Como se expresd anteriormente, las soluciones con contenido de EC por
encima del 7 % p/p, generaron geles rigidos a temperatura ambiente, por lo que
podian ser medidos a través de un analizador de textura o texturémetro, utilizando
fuerzas de compresién. Se analizaron por el mismo método las emulsiones

obtenidas a partir de estos geles, segun se expone en el Capitulo 3.
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Se consideré entonces este ensayo segun se describe en Zetzl et al, 2012
(68). Se utilizd el analizador de textura marca Stable Micro Systems (UK), modelo
TA.XT2i, provisto del software Texture Expert para el analisis de los resultados. Se
utilizé una sonda de plastico con cuerpo cilindrico y punta semiesférica de 13 mm de
diametro (N° de parte: P/0.5 HS). Se utilizaron sonda y viales para la muestra de
dimensiones mas pequenas que aquellas reportadas en el trabajo de referencia. No
obstante, las relaciones existentes entre las dimensiones de la sonda y el vial, fueron

las mismas (Figura 25).

Figura 25. Parametros del sistema de medicién para el ensayo de extrusion hacia atras.

Después de almacenar las muestras durante 24 h a 4 °C, se utiliz6 la sonda
para penetrar 20 mm dentro de cada muestra a una velocidad de 1,5 mm/s,
registrandose la fuerza generada por el gel como respuesta. Todas las muestras
fueron evaluadas por triplicado a 4 °C (apenas fueron retiradas desde la heladera), y

el error experimental fue cercano al 5 %.

4.2.2.3. Difraccién de Rayos X (DRX)
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Caracteristicas del equipamiento y condiciones de medicion:

e Difractémetro marca Bruker (USA), modelo D8 Advance. Arreglo instrumental:
anodo de Cu, radiaciéon Ka (A = 1,5418 A, 40 kV, 40 mA), monocromador de
grafito para haz difractado y configuracién de Bragg-Brentano. El intervalo de
medicion fue entre 206 = 2° y 40°% El procesamiento de los resultados se
realizd por medio del software DIFFRACplus EVA, incluido en el

difractdmetro.

4.2.2.4. Caracterizacién de las propiedades de superficie de la EC en monocapas de

Langmuir.

Se sembraron en superficie 10 pyl de cada una de las soluciones de trabajo
preparadas segun se describe en la seccion 4.2.1.6. La subfase utilizada fue agua
Tipo 1 (filtrada y desionizada por ésmosis inversa hasta una resistividad de 18,2
MQ.cm). Los eventos relacionados con la compresién de la capa monomolecular de
EC en la superficie del agua, se describen en el Capitulo 3.

4.2.2.5. Microscopia Optica

Aprovechando la buena solubilidad del azul de metileno en PG, y su
insolubilidad en el TCM y el aceite de soja, una alicuota del pigmento sélido se
disolvié en PG previo a su emulsificacién con las mezclas EC-aceites.

Una vez preparadas las emulsiones, fueron observadas en microscopio optico
(Axiovert 135M) equipado con camara digital (ERc5s), y las imagenes obtenidas
fueron evaluadas a través de un software para procesamiento de imagenes (ZEN
2011); (todos estos elementos provenientes de la firma Zeiss; Germany).

4.2.2.6. Anélisis Estadistico

Los oleogeles y chocolates se trataron considerando la influencia del PM
(bloques) y la concentracién (tratamientos) de EC sobre la viscosidad y el LF. Para
esto se aplico el test ANOVA para un disefio experimental en bloques, con un nivel
de significacién del 5% (diferencias estadisticamente significativas a p < 0,05).
Luego, para la evaluacién de la influencia del PM (bloques), se aplico el test de
Tukey.
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Estas aplicaciones se realizaron a través del programa informatico InfoStat (Facultad
de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba).
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5. RESULTADOS:

5.1. CAPITULO 1: Influencia de emulsionantes en las propiedades de

cristalizacion de la manteca de cacao.

La aceptacién por parte de los consumidores del producto chocolate, y en
general de todos los alimentos donde la grasa forma una estructura continua (como
por ejemplo, la manteca), estd condicionada por las propiedades plasticas de esta
fase lipidica, considerando principalmente sus caracteristicas de fusién/cristalizacién,
las cuales dependen exclusivamente de su composicion en TG (seccién 1.6). Esa
estructura provee las principales caracteristicas organolépticas de una grasa, y hara
que el alimento pueda percibirse como cremoso 0 quebradizo; o bien suave o
arenoso (95).

De esta manera, poder evaluar si las mezclas de MC con otros materiales
(tales como grasas vegetales de uso permitido distintas de MC, y emulsionantes)
influyen en esas propiedades de cristalizaciéon, representa un punto de partida
fundamental para este estudio. Estos materiales agregados, estan englobados en el
concepto® de “materiales minoritarios” (MM), que incluye aquellas sustancias que
pueden tener efectos en la cristalizacion de la fase continua grasa, ya sea a nivel
macroscopico como microscopico. A nivel microestructural el efecto puede darse en
cualquiera de las distintas etapas del proceso de cristalizacién, las cuales son
nucleacion, crecimiento cristalino, morfologia de los cristales, capacidad calorifica y
estabilidad polimérfica. En lo que refiere al chocolate, cualquiera de estas etapas
que se vea afectada, puede traducirse macroscépicamente en la aparicién del
florecimiento graso, ademas de sufrir alteracién de los perfiles de fusién, sobre-
endurecimiento y comportamiento reolégico anémalo.

Sin embargo, no esta definido qué cantidad hace que un componente sea
“minoritario”, y en la practica esto depende de la concentracion de los componentes
“mayoritarios”. De esta manera, hasta un componente que esté cercano al 10 %
puede ser considerado como MM. No obstante, en muchos casos estdn en mucha
menor proporcidén (incluso <1 %). Estas variaciones estan reguladas por el
mecanismo a través del cual un determinado MM produce alguno de los efectos

mencionados en el comportamiento cristalino. Asi, se acepta en general que la

4 El concepto de MM involucra no sélo materiales agregados, sino también diferentes componentes
nativos en la grasa, que en algunos casos incluso hasta deben ser removidos para obtener un
producto de mejor calidad, como por ejemplo, los acidos grasos libres.
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incorporacion de un MM dentro de la red cristalina grasa necesario para producir
alteraciones en la formacion y comportamiento de la misma, debe estar entre el 0,5 y
5 % (95).

La puesta en uso de técnicas para la deteccion y cuantificacion de
Equivalentes de Manteca de Cacao (CBE, del inglés Cocoa Butter Equivalents),
sirvi6 como introduccién a la tematica de MM presentada en este estudio, dado que
estas grasas similares a la MC pueden afnadirse al chocolate en cantidades que
permiten considerarlas como MM. Estas grasas de uso permitido, no tuvieron
impacto en la cristalizacion de la MC (datos no mostrados).

Se tuvo en cuenta entonces que los emulsionantes se utilizan en la industria
del chocolate en concentraciones cercanas al 0,5 % (principalmente la lecitina), y en
el caso de la mezcla emulsionante estudiada, se traté a la EC como un MM,
evaluadndose su efecto sobre la cristalizacién del chocolate.

En la Figura 26 se muestran los perfiles de difraccién caracteristicos de los
polimorfos B-V (Figura 26-a) y B-VI (Figura 26-b), obtenidos de MC pura. En ambos
casos, las flechas de color indican las reflexiones caracteristicas que los diferencian
entre si y de las demas formas cristalinas posibles para la MC (ver Figura 19).

La correcta seleccion de un emulsionante en la industria el chocolate esta
relacionada no solo con su eficiencia como regulador del comportamiento reol6gico
del chocolate liquido, sino que ademas no deberia impedir la aparicion del polimorfo
B-V como forma cristalina méas estable durante la transicion liquido-sélido del
producto. Adicionalmente podria retardar la aparicion del polimorfo 3-VI, fenémeno
indicativo de deterioro por florecimiento graso. Estos eventos suelen describirse
como la capacidad de retencion del polimorfo 3-V.

Se ha estudiado, de diferentes maneras la influencia de diversos
emulsionantes sobre el comportamiento cristalino de distintos sistemas grasos,
incluyendo la MC (96-98). Dada la variabilidad en la composicion de la lecitina de
uso industrial, y a modo comparativo con la mezcla emulsionante EC-TCM, se
estudié el efecto de diferentes proporciones de lecitina de soja sobre la cristalizacion
de MC en el polimorfo B-V (Figura 27). Puede verse que la lecitina de soja no influy6
en el proceso de cristalizacién de la MC en todo el rango estudiado (Figuras 27-a, a
la 27-e).
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Figura 26. Patrones de difraccion de MC, donde se sefialan las reflexiones que permiten diferenciar al

polimorfo B-V (a) del B-VI (b), y del resto de las formas cristalinas (Ver Figura 19).
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Figura 27. Patrones de DRX para mezclas de MC con diferentes proporciones de lecitina de soja.
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5.1.1. Etilcelulosa y efecto de surfactantes poliméricos sobre la cristalizacién de la
MC.

No se han encontrado en la bibliografia consultada, antecedentes del estudio
de cristalizacion de materias grasas en presencia de materiales poliméricos usados
como surfactantes.

La diferencia en tamafos moleculares entre la EC y las distintas moléculas
gue componen la lecitina de soja, e inclusive entre las cuatro moléculas de EC entre
si (Tabla Ill), hacian pensar en que el posible efecto perturbador sobre la red
cristalina de la MC podria ser de naturaleza estérica, haciéndose potencialmente
mas drastico hacia los PM mayores. Esto es, a mayor tamafo de las moléculas que
deben ser “acomodadas” en la red cristalina, mayor podria ser la probabilidad de

provocar alteraciones en el acomodamiento de las moléculas de TG en esa red.

Tabla Ill. Pesos moleculares de la EC (57).

Polimero PM (kDa)
EC-10 77

EC-20 120
EC-45 158
EC-100 220

En la Figura 28 se muestran los patrones de DRX obtenidos para la MC y sus
mezclas con los diferentes PM de la EC. Se evalué la influencia a muy bajas
concentraciones del polimero sobre la cristalizacion de la MC, en concordancia con
las proporciones en que fue eficiente como regulador del comportamiento reolégico
en el chocolate. Como puede verse, la MC cristalizé sin problemas en el polimorfo 3-

V independientemente del PM de la EC.
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polimero se adicion6 en una concentracion del 0,08 % p/p.
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5.2. CAPITULO 2: ETILCELULOSA (EC) COMO EMULSIONANTE POLIMERICO.
Impacto en la reologia del chocolate fundido.

5.2.1. Solubilidad de la EC en vehiculos grasos como base de su accion surfactante

La hidrofobicidad y la actividad de superficie de la EC son resultado de la
presencia de los residuos etoxilo. Esto le permite ser solubilizada en grasas y
aceites, lo que representa la base de sus aplicaciones en la literatura (ver seccion
1.5.3). Esa solubilidad también se da en la MC, lo cual permitiria predecir que al
incorporar este polimero en la suspensién chocolate, deberia cumplirse lo
establecido por la regla de Bancroft, facilitando la formacién y estabilizaciéon de una
dispersion donde la fase continua sea precisamente la MC (seccion 1.5.1).

En las aplicaciones de investigaciones publicadas, la EC se solubilizé
directamente en la materia grasa en que se probaria su efecto, siendo los aceites
mas usados los de soja, canola, colza, oliva, palma vy lino, todos ellos compuestos
por TG de &cidos grasos de cadena larga (99,100). Para lograr la solubilizacién total,
debe calentarse la mezcla entre 30 y 45 min a la temperatura de transicién vitrea
(Tg) de la EC (130 - 150 °C), lo cual puede conferir al producto final olores y sabores
propios de la degradacion oxidativa de las grasas.

En este sentido, para la aplicacién prevista en este estudio se utilizé la
estrategia de disolver la EC previamente en un aceite compuesto por TCM, para
luego incorporar esta mezcla a la MC. Las principales ventajas de este vehiculo
oleoso son derivadas de su composicion total en acidos grasos saturados de cadena
media, en un 98 % compuesto por acidos grasos caprilico — caprico (ver seccion
4.1.): alta estabilidad frente a los procesos oxidativos, sean térmicos o0 no; no
contiene &cidos grasos trans; y es un aceite (liquido a temperatura ambiente) de
caracteristicas organolépticas 6ptimas, ya que presenta muy poco color, es inodoro y
con sabor caracteristico muy suave. Esto permite controlar facilmente si el
calentamiento degrada el aceite y se producen olores y sabores no deseados. Pero
probablemente su principal caracteristica sea que es totalmente compatible con la
MC, esto significa que se mezcla en todas las proporciones cuando la MC esta
fundida, y ademas no es segregado por ella cuando solidifica.

Considerando las proporciones habituales de uso de emulsionantes en
chocolate, era de esperar que la accién surfactante de la EC fuese puesta de
manifiesto a bajas concentraciones. Al disolver cantidades pequenas, el tiempo de
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calentamiento a la Tg disminuye drasticamente, minimizando la generaciéon de
caracteristicas organolépticas desagradables. No obstante, se genera un bajo nivel
de un olor caracteristico luego de la preparacion de la mezcla, pero que no es
desagradable ni es transferido al chocolate. Este aspecto guarda cierto paralelismo
respecto de la lecitina de soja cruda que se usa en la industria del chocolate, en
cuanto esta presenta olor caracteristico bastante marcado, y sin embargo no es
detectado luego en el chocolate. Al probar la capacidad solubilizante del TCM se lo
compard con aceite de soja, como un ejemplo de aceite con TG de cadena larga,
encontrando una mejor velocidad de disolucién con el primero (aproximadamente 10
g/min vs. 7,5 g/min). Este hallazgo favorece aun mas la disminucién del tiempo de
calentamiento a la Tg. En cuanto al color, las soluciones de baja concentracién de
EC son relativamente limpidas, sobre todo si se las compara nuevamente con la

lecitina y ademas con el PGPR (Figura 29).

Lecitina PGPR EC-100
de soja

1% en TCM

Figura 29. Una de las variantes de la mezcla emulsionante desarrollada, comparada con los

emulsionantes mas utilizados en la industria del chocolate local, la lecitina de soja y el PGPR.

Otra ventaja respecto de las preparaciones en aceite de soja, es que en este
caso se produce un enranciamiento muy marcado y facilmente detectable por el olor,
a las pocas semanas de obtenida la soluciéon del polimero, mientras que las
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diluciones e incluso los geles (con mucha mayor concentracion de EC) en TCM no
desarrollaron olores incluso después de dos anos de preparados.

Si bien como ya se expuso mas arriba, la aplicacién de la EC como
surfactante polimérico muy probablemente implicaria el uso de soluciones de baja
concentracion, se consideré importante investigar el comportamiento de este
polimero en un amplio rango de concentraciones, principalmente para evaluar el
grado de complejidad en la dosificacidon, considerando que era de esperarse que se
obtuviesen desde soluciones de baja viscosidad hasta geles de elevada rigidez. Con
esto se buscod encontrar una concentracién tal que la mezcla fuese lo mas fluida
posible, aunque de comportamiento no Newtoniano, y que pudiese ser adicionada
en la menor proporcidén posible al chocolate, considerando el uso habitual de los
emulsionantes en este. Asi, se prepararon soluciones de EC de los cuatro PM con
concentraciones entre 1 % y 23 %. Por debajo del 5 % y a temperatura ambiente, se
obtuvieron soluciones viscosas con todas las EC. A concentraciones entre 5y 7 %
las soluciones gelificaron y los geles resultantes fueron tixotrépicos, ya que bajo una
minima fuerza de agitacion manual se fluidificaron totalmente. En reposo durante
toda la noche, volvieron a gelificar. Por encima del 7 % p/p, la EC indujo la formacién
de geles cuya fuerza fue dependiente del PM del polimero, de la composicién del
aceite y su estado de conservacion, lo cual fue equivalente a los resultados previos
con aceites compuestos por triglicéridos de cadena larga (66-68).

En todas las soluciones se midié viscosidad en funcién del incremento de
velocidad de cizallamiento. A partir del 4 % de EC esa medicién se realizd a 40 °C,
dada la elevada viscosidad de estas muestras a temperatura ambiente. Un buen
valor comparativo de viscosidad de estos oleogeles puede extraerse a una
velocidad de cizallamiento (shear rate) de 40 1/s (Tabla 1V). Se incluyen sélo los
resultados para las concentraciones > 4 %, ya que a esta temperatura las soluciones
de concentraciones < 4 % mostraron un comportamiento totalmente Newtoniano,
indiferenciables entre las de un mismo PM.

Cuando se considera todo el rango de velocidades de cizallamiento medidas,
por ejemplo para las soluciones de EC-10 (Figura 30), puede verse que la curva
correspondiente al 4 % muestra un comportamiento ligeramente pseudoplastico, con
los valores mas bajos de viscosidad en todo el rango de medicidn. Las soluciones de
concentraciones < 4 % presentaron lineas rectas indicativas de su comportamiento
Newtoniano, y sus reogramas se ubicaron a la izquierda del obtenido para 4 % (no
se incluyeron en la Figura para mayor claridad visual).
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Tabla IV. Viscosidad aparente a velocidad de cizallamiento = 40 1/s para oleogeles preparados con

diferentes concentraciones de EC de 4 PM, en TCM. Las mediciones fueron realizadas a 40 °C. (*) =

Geles de consistencia muy elevada, que no pudieron medirse en estas condiciones experimentales.

Concentracion EC-10 EC-20 EC-45 EC-100
(% p/p) (Pa.s; media + DE de triplicado)
4 0,20 £ 0,01 0,29 £ 0,01 0,38 £ 0,02 0,53 £ 0,02
5 0,33 £ 0,03 0,80 + 0,04 1,37 £ 0,02 1,98 £0,18
7 0,58 + 0,01 1,16 £ 0,02 2,56 + 0,09 2,90 +£0,12
9 1,24 £ 0,02 2,45 +£ 0,03 4,43 +0,17 8,95 + 0,39
12 3,26 £ 0,11 6,80 + 0,32 13,76 £ 0,74 - ("
17 12,30 £ 0,23 31,53+1,16 27,48 +1,33 - ("
23 64,16 + 2,54 79,11 +2,15 — —
Q
5
? —#—4% EC
g ——5% EC
——7% EC
—a—9% EC
——12%EC
100 150

Shear stress (Pa)

Figura 30. Reogramas obtenidos para soluciones de EC-10 de diferentes concentraciones en TCM, a

40 °C.

Por otro lado, a partir del 5 %, las muestras comienzan a presentar un

apreciable limite de fluencia (LF), que es la fuerza necesaria que debe entregarseles

para que comiencen a fluir. Esto esta de acuerdo con la tixotropia observada

macroscopicamente a temperatura ambiente en los geles cuya concentracién estaba

entre 5y 7 %. El alto valor de LF = 25 Pa para la solucion de EC-10 al 12 %, ilustra

claramente la elevada consistencia que pueden adquirir a temperatura ambiente
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(considerar que estas mediciones se hicieron a 40 °C, para facilitar la fluidez de las
soluciones). De acuerdo a estos datos y tal como era esperable, las muestras
mostraron un incremento en la viscosidad aparente que fue dependiente de la
concentracion y del PM del polimero.

Para el caso de las muestras marcadas con (*) en la Tabla IV, se obtuvieron
geles de consistencia tan elevada, que no pudieron ser medidos en el reGmetro.
Considerando la geometria de cono y plato usada en la medicion (Figura 5-b), el
cono resbala sobre la superficie de la muestra, y no permite la interaccién cono-
muestra necesaria para que pueda registrarse la fuerza de cizallamiento real.

La obtenciobn de estos oleogeles con muy buenas caracteristicas
organolépticas (en la Figura 31 puede apreciarse la limpidez y homogeneidad de
oleogeles obtenidos a partir de soluciones de EC al 8 % en TCM) y sus potenciales
aplicaciones en alimentos de base grasa, fue un aspecto derivado de esta tesis y
sirvié de punto de partida para otros desarrollos, uno de los cuales (la obtencion de
emulsiones no acuosas) fue de utilidad para explicar el mecanismo por el cual la EC

ejerce su accion emulsionante, y sera analizado en un capitulo posterior.

Figura 31. Oleogeles de EC al 8 % p/p en TCM.
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5.2.2. Efecto dual de la mezcla EC — TCM sobre los parametros viscosidad y limite
de fluencia.

Desde el avance de la reologia en general, y la identificacién de aspectos
independientes en el comportamiento de flujo del chocolate fundido en particular, en
la industria del chocolate es habitual el uso de mas de un agente emulsionante para
lograr diferentes resultados en un mismo producto (secciéon 1.4.2). El TCM fue
utiizado como vehiculo para disolver un sdlido (la EC) que de otra manera muy
dificilmente podria haber sido incorporado a la masa del chocolate, y también
permitié utilizar la estrategia de mezcla de emulsionantes, ya que como pudo verse
previamente estos TG poseen una capacidad reguladora sobre las propiedades de
flujo de la MC y el chocolate.

El estado fisico liquido a temperatura ambiente del TCM, provoca un efecto
fluidificante sobre la MC. Ademas de este, consideramos importante evaluar tres
aspectos derivados de esta interaccion MC-TCM, algunos de los cuales ya fueron
mencionados: (a) su compatibilidad con la MC en estado fluido; (b) que luego de
solidificada la MC no fuese segregado en forma fluida®; y (c) como se comportaria en
presencia de azucar, antes de ser incorporado a la matriz chocolate.

De esta manera, las primeras experiencias desarrolladas fueron la evaluacion
de la compatibilidad del TCM con la MC, junto al efecto sobre los pardmetros
reolégicos que tiene el agregado del TCM en diferentes proporciones, en presencia y
ausencia de azucar como el componente mas importante en el chocolate luego de la
MC.

Las mediciones reoldgicas se realizaron segun la técnica descripta en la
secciéon 4.2.2.1. (17), obteniéndose un reograma compuesto de dos curvas de flujo,
una ascendente y otra descendente en cuanto al barrido en velocidades de cizalla
(Figura 9). De ambas curvas se obtiene una unica curva promedio, a partir de la cual
se calculan los parametros Viscosidad aparente y Limite de fluencia (en adelante,
seran mencionados como Viscosidad y LF). Dado que en la mayoria de las Figuras
fue necesario incluir varios reogramas con fines comparativos, para mayor claridad
visual sélo se muestran las curvas promedio. Cuando sea necesario explicar la
aparicion de fenbmenos de histéresis, relacionados con la tixotropia de algunas
muestras de chocolates, se incluiran las correspondientes curvas experimentales

ascendente y descendente.

¢ Es importante no confundir este fenémeno con el de florecimiento graso.
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Se midié entonces el comportamiento de flujo de la MC pura y en mezclas con
diferentes cantidades de TCM, en concentraciones de 1,5 a 15 % p/p. Con fines
comparativos se incluyé una muestra de MC adicionada de 0,5 % de lecitina. En la
Figura 32 se muestran los reogramas obtenidos para estas mezclas, aunque para
mejor visualizacién se incluyen los correspondientes a los agregados de TCM en los
extremos analizados, esto es 1,5y 15 %.

90

80+

MC + Lecitina

701

60+

50+

40+

Viscosidad (mPa.s)

30+
MC + TCM al 1,5%

20+
MC + TCM al 15%

10+

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Shear rate (1/s)

Figura 32. Viscosidad en funcion de la velocidad de cizallamiento, para MC y sus mezclas con
diferentes proporciones de TCM. Se incluye una muestra con el agregado de lecitina con fines

comparativos.

Teniendo en cuenta que las mediciones se realizaron a 40 °C, era predecible
el comportamiento practicamente Newtoniano de la MC pura. Sus mezclas con el
TCM no se alejan de este comportamiento, y se observé el efecto fluidificante de
este aceite, con viscosidades menores en todo el rango de velocidades de
cizallamiento. Este efecto es mayor a medida que aumenta la proporcién de TCM
anadida. Finalmente, el aspecto mas importante mostrado en esta figura esta
relacionado con el efecto opuesto del TCM frente a la lecitina, ya que esta provoca
no solo el aumento de la viscosidad en la MC para todo el rango de medicion sino
también la apariciobn de LF, parametro indicativo de un efecto espesante en la

mezcla. Adicionalmente, el TCM tiene efecto fluidificante aln cuando se lo adiciona a
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MC que previamente ha sido mezclada con lecitina, tal como se muestra en la Figura
33.

50
45
40
35
30

25 O MC+TCM
20
15 B MC + TCM + Lec.-

10

Viscosidad a 40/s (mPa.s)

0 — T T T T T
MC MC+Lec 0,75 1,5 3 6 12 15

TCM (% p/p)

Figura 33. Efecto del agregado de diferentes concentraciones de TCM sobre la viscosidad a

velocidades de cizalla = 40/s para MC y mezclas de MC + lecitina 0,5 %.

El siguiente efecto a evaluar fue el comportamiento en presencia de azucar,
dado que es en suspension donde la accién de un surfactante debe ser evidenciada,
al facilitar el flujo por disminucidn de la friccién entre las particulas suspendidas.

En la Figura 34 se muestran los reogramas obtenidos para muestras de MC +
azucar, con el posterior agregado de TCM. Se incluyé ademas un primer agregado
de la mezcla emulsionante TCM+EC, a fines comparativos. Nuevamente, la accion
de adicionar un aceite mas liviano a la MC produce su fluidificacion, y este efecto
cobra gran importancia respecto del mostrado en la Figura 32, cuando se considera
la elevada proporcién de sacarosa que se usa en chocolates (relacion MC/azlcar =
0,75). Debe observarse que la lecitina produce un incremento en el limite de fluencia
de esta suspensién, mientras que por el contrario, favorece una disminucién en la
viscosidad a 40/s, disminucién que es incluso menor que la producida por el TCM.
En este mismo grafico, puede verse que una muy pequena cantidad de EC-10 (la de
mas bajo PM), produce un efecto muy similar al de la lecitina, con un apreciable
incremento en el LF pero disminuyendo la viscosidad a 40/s, aunque en una forma
mucho menos drastica que el fosfolipido.
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Figura 34. Viscosidad en funcién de la velocidad de cizallamiento, para MC + azucar, y la posterior
mezcla de esta suspensién con TCM y TCM + EC-10. Se incluye una muestra con el agregado de

lecitina con fines comparativos.

En las Figuras 32 y 34 debe tenerse en cuenta que el efecto sobre los valores

de viscosidad es bastante sutil, en cuanto se producen a valores bajos. En la Figura
35, vemos que si incrementamos la concentraciéon de EC anadida, el efecto sobre
todo el rango de medicion es mucho mas notorio, aunque es mas drastico sobre el
LF que sobre la viscosidad a 40/s. El incremento de pequefas cantidades de EC
produce un efecto estructurante muy evidente, mostrando la suspension un
comportamiento pseudoplastico cada vez mas marcado. De esta manera, la EC a
concentraciones mas altas podria actuar como un gelificante del TCM, y también de
la MC una vez incorporada la mezcla emulsionante a la suspension final.
Asi, la EC muestra su rol de componente activo en la dispersion, que puede ser no
s6lo con un efecto lubricante/fluidificante (como el de un emulsionante tipico), sino
también como estabilizador estérico de la red cristalina sélida de la MC cuando sea
temperada en el chocolate. En la seccién 1.5.2. se han mencionado estos dos
potenciales efectos estabilizantes, y en el Capitulo 3 se describe cual de ellos podria
ser el preponderante en la estabilizacién de la suspensién chocolate. Como ya se ha
expresado numerosas veces a lo largo de este estudio, el chocolate sin leche esta
compuesto por particulas solidas de azucar y sélidos de cacao, suspendidos en una
matriz cristalina de MC.
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EC-10 al 0,20%

EC-10 al 0,12%

Viscosidad (Pa.s)

EC-10 al 0,04%

MC + azucar + TCM

Shear rate (1/s)

Figura 35. Viscosidad en funcién de la velocidad de cizallamiento, para suspensiones de MC + azlcar
con agregado de la mezcla emulsionante TCM + EC-10, a diferentes concentraciones de EC. Se

incluye una muestra con el agregado so6lo de TCM a fines comparativos.

La importancia de la correcta estabilizacién de la dispersion por el agregado
de emulsionantes, estd asociada con las experiencias sensoriales de los
consumidores (101-104). Industrialmente, esto significa un buen proceso de
concado, y el seguimiento de este proceso se traduce en la obtencién de curvas
reolégicas continuas y sin variaciones abruptas en la viscosidad, tales como las
mostradas aqui. El agregado del TCM a chocolates sin emulsionantes mostré
también un efecto fluidificante muy marcado en todo el rango de velocidades de
cizallamiento medidas y para todas las concentraciones evaluadas (Figura 36-a), con
significativas disminuciones en los parametros viscosidad y LF (Figura 36-b). El
efecto de disminuciéon en todo el rango de velocidades de cizallamiento (Figura 36-
a), indica un efecto fluidificante al igual que se observd en MC pura y en las
suspensiones de MC + azlcar.

Sin embargo, en este punto donde todos los ingredientes del chocolate estan
presentes, cobra una importancia fundamental, ya que indicaria que su principal
interaccién es con la MC del chocolate, y ejerceria una accién netamente lubricante
sobre las particulas de azucar. Como ya se expuso, la lecitina cuenta con una
porcion netamente hidrofilica que interactia con el azdcar, y con sus acidos grasos
de cadena larga netamente hidrofébicos y de fuerte interaccién con la fase grasa
(ver seccién 1.4.2.).
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Figura 36. Efecto de la concentracion de TCM sobre el comportamiento de flujo del chocolate en todo

el rango de velocidades de cizallamiento (a) y particularmente sobre la viscosidad a 40 1/s y el LF (b).

El TCM no cuenta con un grupo netamente polar como la lecitina, aunque
podria esperarse que dada la menor longitud de cadena de los &cidos grasos
caprico y caprilico de este TG, la molécula en su conjunto presentase un caracter
ligeramente mas polar que la MC, con probabilidades de no producir una
disminucién tan marcada en los parametros reolégicos del chocolate por mayor

interaccién con el azucar. Esto no fue asi, y en este sentido, quizas la accion del
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TCM sea mas parecida a la del PGPR y no se estructure formando parte de la
suspension, sino que se incorpore a la MC incrementando la fraccion de volumen de
la fase continua, lo cual se pone de manifiesto macroscépicamente en la ausencia
de segregacién del TCM desde el chocolate luego del temperado.

Uno de los efectos mas interesantes del TCM respecto de la lecitina, se
muestra en la Figura 37.
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Figura 37. Efecto del TCM sobre el comportamiento de flujo del chocolate en comparacién con el

efecto de lecitina al 0,5 %.

Si bien como se mostré en la Figura 36-a, el TCM en todas las
concentraciones evaluadas afecta el comportamiento de flujo en todo el rango de
shear rates medidas, disminuyendo tanto la viscosidad como el LF, en la Figura 37
donde se lo compara con la lecitina, vemos que el mayor efecto se da sobre el LF (a
bajas velocidades de cizalla), disminuyéndolo en una proporcion aun mayor. Si bien
no esta muy claro el mecanismo por el cual esto ocurre, este efecto lo asemeja aun
mas al PGPR en lo que respecta a su forma de accion.

La acciéon emulsionante de la mezcla TCM+EC se evalué a diferentes
concentraciones para los cuatro PM del polimero, con una concentracion constante
de TCM del 1 %. Los resultados presentados en la Tabla IV y en la Figura 36,
mostraron que los efectos de la concentracion y el PM de la EC estuvieron dentro de
lo esperado ya que incrementaban la viscosidad de las soluciones o suspensiones a
los que el polimero se agregaba. Algo esperado también pudo observarse en
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relacion al agregado de diferentes cantidades del TCM, aunque en este caso con
disminucién en los valores de los parametros reoldgicos de los diferentes materiales
donde se afnadieron.

Sin embargo, la mezcla emulsionante presenté un comportamiento no tan
predecible, que sirvi6 como base para comprender el mecanismo a través del cual
este surfactante de base polimérica, facilit6 la obtenciébn de un chocolate de
adecuadas propiedades reoldgicas. Para una mejor visualizacion, el efecto de
ambas modificaciones (concentracion y PM de la EC) sobre los parametros

viscosidad y LF, se muestran juntos en la Figura 38.
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Figura 38. Efecto de la concentracion y PM de la EC sobre la viscosidad y LF del chocolate sin leche.

A modo comparativo, se incluyen los valores para lecitina de soja (linea discontinua roja).

Ante todo, deben considerarse las muy bajas concentraciones a las que el
polimero presenta efectos que pueden ser detectados mediante las mediciones

reolégicas. Esto representa una ventaja respecto de los emulsionantes clasicos
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usados en la industria, ya que ademas de ser agregados en muy baja proporcién, la
dosificacion es muy sencilla y practica de realizar considerando la baja densidad de
la mezcla EC-TCM.

Para las tres concentraciones en general se observa un efecto inverso al
esperado, ya que tanto la viscosidad como el LF disminuyen o permanecen sin
cambio a medida que aumenta el PM, si bien en el caso de la EC-100 se revierte
esta tendencia cuando este polimero se usa al 0,07 %. No obstante, para los tres
PM mas altos, la concentracién de 0,10 % es la que claramente se diferencia,
produciendo un incremento mucho mas marcado en ambos parametros, aunque
proporcionalmente ese aumento es mayor para el LF. Este efecto permite predecir
que a partir de esta concentracién, la EC puede usarse para incrementar el LF en
aquellos chocolates que asi lo requieran, como por ejemplo, el chocolate cobertura,
el cual luego de ser depositado en finas capas y solidificado, no sea tan simplemente
removido al menor incremento de la temperatura, ya que guardara su forma durante
mas tiempo.

Por otro lado, observando la Figura 37, podemos ver que las mezclas de
TCM-EC con mayores proporciones de TCM, actuaran disminuyendo el LF, lo cual
puede ser Util para obtener chocolates en los que la fluidificacion debe ser rapida al
momento de ponerse en contacto con un medio a altas temperaturas (ejemplo:
chocolate para taza). Claramente, estos efectos de incremento y disminucién
también se registrarian en la viscosidad, pero su importancia se circunscribe mas al
ambito de la preparacion industrial durante el concado de la masa del chocolate
fundido. A concentraciones mayores a 0,10 % de EC, la masa de chocolate se torna
demasiado plastica, y requiere mayor trabajo su manipulacién durante el mezclado
del emulsionante.

Los resultados obtenidos muestran que la solubilizacién de la EC en el TCM,
permite que una unica mezcla pueda ser utilizada para regular ambos parametros en
el chocolate, incrementandolos o disminuyéndolos segun la necesidad, a través de

la dosificacion de sus componentes.
5.2.3. Eficiencia emulsionante de la mezcla TCM-EC.
El chocolate es un fluido no Newtoniano que exhibe un comportamiento

pseudoplastico, esto es, un comportamiento plastico no ideal. En este material, una
vez que se ha sobrepasado el LF, ocurre la fluidificacién por cizallamiento, fenédmeno



68

que claramente se muestra como dependiente del tiempo (seccién 1.3.2.). Este
fenémeno se da porque cuando se lo somete a fuerzas de cizalla, se produce el
colapso de la estructura cristalina tridimensional del chocolate semi-sélido, y las
particulas “liberadas” de esa estructura (azucar, sélidos de cacao) que presentan
formas asimétricas, comienzan a alinearse con la direccién del flujo resultante, lo
cual causa una disminucion en la viscosidad que se hace practicamente
independiente de la cizalla a altas shear rates (11). En este punto, el chocolate
practicamente se convierte en un fluido Newtoniano. Una representacion
esquematica de este reacomodamiento estructural, se muestra en la Figura 39,
sobre una curva de viscosidad tipica que se obtiene con las mediciones reolégicas.
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Figura 39. Representacién esquematica de la microestructura de las particulas del chocolate bajo
fuerzas de cizalla. El incremento en el orden de las particulas lleva a una disminucion de la viscosidad

(modificado de la referencia 105).

En el procesamiento industrial, la masa de chocolate que proviene del
refinado, presenta estas particulas también en una estructura plastica, con una alta
proporcibn de estas particulas en estado de aglomeracion. El concado es
basicamente un proceso de ruptura de esas aglomeraciones, donde también se da
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el ordenamiento con el flujo mencionado arriba (105). Esta accion favorece el
recubrimiento de grasa de cada particula individual que se va liberando de los
grumos. Si un emulsionante es eficiente, este proceso se vera favorecido,
contribuyendo no sélo a obtener un chocolate mas cremoso, sino también
reduciendo el gasto en materias primas (MC) y energia.

A partir del ano 2000 y luego de diferentes ensayos interlaboratorio, la ICA
concluyé que un protocolo de medicion y seguimiento del comportamiento de flujo
que reflejara el grado de eficiencia del proceso de concado, debia ser realizado de
forma tal que el LF se midiera a bajas shear rates, y la viscosidad a altas shear
rates. De esta manera, sugiridé el protocolo mediante el cual la muestra es sometida
a un pre-cizallamiento de 5 min a 5 1/s, seguido de un incremento en la velocidad de
cizalla de 2 a 50 1/s en 3 min; luego de lo cual se mantiene la velocidad de cizalla en
50 1/s durante 1 min, antes de que sea finalmente disminuida de 50 a 2 1/s también
en 3 min.

En la Figura 40 se muestra el resultado de esta forma de medicion completa
para tres muestras de chocolate con diferentes tratamientos.
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Figura 40. Viscosidad como una funcién de la velocidad de cizalla para tres muestras de chocolate.
Rojo: chocolate sélo con TCM. Negro y azul: chocolates con la misma mezcla emulsionante de TCM
+ EC-45. Los chocolates rojo y azul, fueron preparados integramente en planta piloto, con un concado
de 24h; el negro fue mezclado en laboratorio con homogeneizador del tipo rotor-estator (ultraturrax)
durante 3 min.
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El reograma rojo corresponde a un chocolate que contiene sélo TCM,
mientras que los reogramas negro y azul corresponden a chocolates que contienen
la misma mezcla emulsionante (TCM + EC-45). Los chocolates representados en
rojo y azul fueron preparados en planta piloto, mientras que el chocolate
representado en negro fue preparado en el laboratorio. La diferencia entre ellas,
implica la existencia de una mayor o menor histéresis, cuya magnitud sera indicativa
tanto de la eficiencia del proceso de concado, como del efecto con mayor detalle de
diferentes emulsionantes.

Como vemos, la disminucion de la viscosidad se da en la porcién de la curva
donde la velocidad de cizallamiento es ascendente, lo cual como vimos en la Figura
39 implica un cambio estructural en el chocolate dado principalmente por la
desaglomeracién y ordenamiento de las particulas. Cuando la velocidad de cizalla se
mantiene constante a 50 1/s durante 1 min, la viscosidad sigue disminuyendo para el
chocolate homogeneizado en laboratorio (curva negra), lo cual implica que las
particulas contindan sufriendo un proceso de desaglomeraciéon y cubriéndose de
fase grasa. Para las otras dos muestras, la viscosidad permanece constante,
indicando que el concado ha sido tan eficiente que las particulas han sido separadas
unas de otras en su totalidad.

Cuando la velocidad de cizalla comience a disminuir, lo anterior se traducira
en una mayor histéresis para ese chocolate “de laboratorio” que para los dos
restantes. Se dice en este caso, que el chocolate homogeneizado en el laboratorio,
tiene un comportamiento de flujo mas dependiente del tiempo que los restantes,
propiedad que se conoce como tixotropia. En consecuencia, un chocolate bien
concado, no debe ser tixotropico. Al comparar la curva de este chocolate (curva
negra) con la de otro con el mismo emulsionante pero concado en planta piloto
(curva azul), puede verse en este Ultimo practicamente la ausencia de histéresis
entre las rampas ascendente y descendente, implicando que el concado ha sido
eficiente y ya no hay particulas agregadas.

Con el chocolate que contiene agregado sélo el TCM, también puede verse
que no se produce disminucién de la viscosidad cuando se deja constante la
velocidad de cizalla en 50 1/s, indicando también un correcto concado. Sin embargo,
la rampa descendente comienza a separarse de la rampa ascendente en la regidon
de las velocidades de cizalla mas bajas, lo cual podria quizas significar que existe
fraccionamiento graso por diferencia de tamano de los TG. Si bien se dijo
previamente que el TCM no era segregado del chocolate cuando este solidifica
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(seccién 5.2.2), se debe tener en cuenta que las mediciones reoldgicas se realizan a
40°C, lo cual sumado al cizallamiento, probablemente generen una minima
separacién por PM que la sensibilidad del equipo puede detectar.

No obstante, este ultimo dato permite observar que la EC no sélo contribuye a
la estabilidad de la suspensién, sino también favorece su formacién, ya que hace
que el concado sea mas eficiente que en caso que se utilice el TCM Unicamente. Es
importante destacar que los chocolates con lecitina tampoco son tixotrpicos, con
una curva de viscosidad con la minima histéresis como ocurre para el mostrado aqui

en la curva azul, grafico que no se ha incluido para mayor claridad visual.
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5.3.CAPITULO 3: MECANISMO EMULSIONANTE DE ETILCELULOSA. Efecto de
un surfactante polimérico sobre la formacion y estabilidad de emulsiones
no acuosas (ENA).

5.3.1. Emulsiones no acuosas de estructura fase dispersa polar - en - fase continua
grasa como modelos de suspensidon chocolate.

La ausencia de agua en el chocolate, requirié la busqueda de sistemas mas
simples para poder explicar el mecanismo subyacente en la estabilizacion que la EC
produce en el chocolate fundido. Las técnicas habituales para medir adsorcién de
surfactantes no pudieron usarse por estar disefiadas para su aplicacion en sistemas
acuosos. Sin embargo, pudimos tener una estimacion inicial de la actividad de
superficie de la EC utilizando la técnica de monocapas de Langmuir, mediante un
ensayo de compresion. Esto permite medir la variacion de la presion superficial (1)
en la interfase agua-aire cuando se deposita sobre la superficie del agua una capa
monomolecular de una entidad quimica y se la comprime bidimensionalmente. Esta
determinacién se realiza en una cuba de Langmuir equipada con una balanza de
Wilhelmy. Un esquema simplificado de este equipo se muestra en la Figura 41.

Direccién de

compresioén

Figura 41. Esquema de una cuba de Langmuir equipada con balanza de Wilhelmy. a: superficie de la
subfase (agua) cubierta por la monocapa, B: superficie libre de la subfase, 1: barrera movil, 2:
elemento sensor en contacto con la superficie (flotador), 3: mandémetro de tensién. 2 y 3 son
elementos de la Balanza de Wilhelmy, sistema que permite medir las variaciones en la presiéon de

superficie.

Muy resumidamente, la subfase agua pura tiene una tension superficial

determinada (inicial). Por medio de una microjeringa, se inyecta una cantidad tal de
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moléculas en la superficie del agua, para que se forme la monocapa. Si esas
moléculas presentan actividad de superficie, ™ cambiara y la balanza de Wilhelmy
podra sensar esa variacion.

El disefio del aparato de medicién limita la aplicacion sélo a liquidos acuosos
como subfase, donde puede aprovecharse su elevada tensién superficial como
punto de partida para las determinaciones. En este sentido, lo ideal para este
estudio hubiese sido utilizar como subfase un liquido apolar no acuoso, pero no
pudimos encontrar un liquido que reuniera estas caracteristicas. No obstante
pudimos obtener una aproximacion al comportamiento de superficie de la EC
utilizando la interfase agua-aire. En la Figura 42 se muestra una isoterma (25°C) de
compresién de la EC-10 en esa interfase.
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Figura 42. Isoterma de compresion (curva presion — area; 1 - A) para una monocapa de EC-10 en la
interfase agua-aire (25°C), incluyendo una representacion esquematica de los eventos ocurridos
durante la compresion. G: fase gaseosa. Lc y Lg: Fases liquida condensada y expandida,

respectivamente. S: fase sélida.
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La curva (isoterma) se obtiene mientras se comprime la monocapa, y puede
medirse ™ como una funcién del area de la superficie que esta disponible para cada
molécula. Asi, la barra movil va disminuyendo cada vez mas el area en la superficie
donde pueden ubicarse las moléculas, produciéndose variaciones en 1. Por esto,
pueden aparecer en la isoterma diferentes regiones llamadas fases, y las obtenidas
en la Figura 42 son las caracteristicas de una molécula anfifilica, y comunes para
algunos polimeros (106). Puede obtenerse una extensa explicacién acerca de la
aparicion de estas fases en la bibliografia, pero lo que interesa en este estudio, es la
alta presién de colapso registrada (1 = 50 mN/m), que denota una importante
actividad de superficie. Esto implica que la distancia entre las moléculas comienza a
reducirse (Figura 42-b) luego de iniciada la compresion mostrada en 42-a, logrando
un acomodamiento tan favorable y estable que pueden mantenerse en la superficie
soportando altos valores de compresion, hasta que finalmente ya no pueden ser
acomodadas en la pequefia area superficial que resulta en 42-c, y deben distribuirse
en la subfase, provocando asi el colapso de la monocapa.

Este comportamiento depende de las propiedades fisicas y quimicas del
anfifilo, e implica que una molécula de EC presenta regiones de diferente polaridad,
que le permiten interactuar indistintamente no sélo con ambas fases agua (polar) y
aire (apolar), sino también con las moléculas adyacentes, eventos todos que se ven
traducidos en la estabilidad de la monocapa y se manifiesta en las diferentes
regiones de la isoterma. Ademas de esto, el comportamiento de la monocapa
también depende de la temperatura y de la composicion de la subfase, y si bien el
agua no es la ideal para nuestro sistema, nos permiti6 observar que la EC podia
interaccionar con estructuras de diferentes polaridades, y mostrar asi su caracter
anfifilico.

En este contexto y de acuerdo a lo expuesto en las secciones 1.5.2. y 1.5.3,,
las posibilidades de evaluar los mecanismos de estabilizacion de la EC, se
focalizaron en encontrar un sistema disperso simple que pudiera emular la estructura
“fase dispersa polar no acuosa - en - fase continua grasa” presente en el chocolate.
Partiendo de las soluciones y oleogeles descriptos en el Capitulo 2, un primer paso
l6gico fue la evaluacion del cumplimiento de la Regla de Bancroft, considerando que
la solubilidad de la EC en el TCM debia ser capaz de llevar a estos TG a formar una
fase continua, donde posteriormente poder dispersar un liquido polar no acuoso.
Entre diferentes candidatos evaluados, el propilenglicol (PG) fue el que mejor
resultado nos permitié obtener y que ademas presenta ventajas considerables, entre
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las que podemos citar su aptitud para uso alimentario, su inmiscibilidad en toda
proporciébn con los aceites evaluados, su limpidez y su simpleza para ser
manipulado.

Obtuvimos asi emulsiones no acuosas (ENA) que no sbélo nos permitieron
explicar el mecanismo de accién de la EC, sino también iniciar una linea de
investigacién poco explorada y con potencial para futuros desarrollos, ya que estas
emulsiones presentan interesantes propiedades estructurales y de flujo, que las
hacen atractivas para ser utilizadas en formulaciones de alimentos, ya sea como
emulsiones propiamente dichas o como vehiculos para principios activos en
alimentos funcionales.

Ya se expuso que los polimeros que presentan actividad estabilizante de
emulsiones 0 suspensiones, pueden realizarlo principalmente a través de dos
mecanismos posibles: por actividad surfactante propiamente dicha, al ubicarse en la
interfase de los sistemas dispersos, o por incremento de la viscosidad de la fase
continua de tales sistemas. A través del primer mecanismo se logra la forma mas
habitual y de caracteristicas netamente termodindmicas de obtener una emulsion
estable: la molécula con actividad de superficie se sitla en la interfase formada entre
las fases continua y dispersa, disminuyendo la energia libre de interfase y evitando
asi la fusion entre las gotas de fase dispersa. El segundo mecanismo, de base
cinética y habitualmente observado en macromoléculas, implica que el incremento
en la viscosidad de la fase continua restringira la movilidad de las gotas de fase
dispersa, disminuyendo asi la probabilidad de que las mismas experimenten
colisiones y la posterior agregacion que lleve a la separacién de fases. Este ultimo
€S un mecanismo que a priori podria considerarse como el mas probable, dado el
avance en las investigaciones sobre el uso del polimero EC en la estructuracion de
aceites liquidos para la obtencion de geles de base oleosa (“oleogeles”; seccion
5.2.1).

Resultaba entonces logico comenzar este estudio con el efecto de la
concentracion de EC sobre la fase dispersa, como punto de partida para la
obtencion de ENA. En este sentido se utilizaron tanto los oleogeles como las
soluciones de baja concentracion (Capitulo 2) y se caracterizaron sus propiedades
mecénicas y de flujo. Posteriormente, el cambio experimentado por esas
propiedades cuando se anadié el componente a dispersar (PG), permitié6 obtener

conclusiones relacionadas al mecanismo estabilizador del polimero.
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5.3.2. Efecto de la EC sobre el comportamiento mecanico de los oleogeles

La disolucién de la EC a niveles de concentracion por encima de 7 % p/p lleva
a la formacion de oleogeles (seccidén 5.2.1), los cuales han sido estudiados en cierta
extension. Mencionamos que debido a su elevada consistencia, esos geles no
pudieron ser medidos en reémetro, por lo cual la estructura de estas muestras fue
caracterizada en texturémetro, midiendo la fuerza a la maxima distancia de
penetracion (FMDP) registrada en el ensayo de extrusidon hacia atras (back extrusion
test) (ver seccién 4.2.2.2). Un perfil tipico obtenido en nuestro laboratorio durante
este ensayo se muestra en la Figura 43. De acuerdo con Zetzl et al. (68), usamos la
FMDP como una medida de la dureza, firmeza o rigidez de los geles (Figura 43,
punto B).
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Figura 43. Perfil de extrusién hacia atras (back extrusion) tipico, para un oleogel obtenido con 9 % de
EC-10 en TCM. Puntos A y B: ver texto.

Ademas, consideramos la distancia a la que la sonda penetra antes que se
alcance el valor de fuerza en el punto A (Figura 43), como un indicador de la
elasticidad de los geles.

La Figura 44-a resume la dependencia con la concentracion que presenta la
FMDP para oleogeles hechos con EC de cuatro pesos moleculares diferentes. Para
comparacién, se caracterizaron oleogeles de aceite de soja preparados con los
mismos polimeros (Figura 44-b).
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Figura 44. Fuerza a la maxima distancia de penetracién (FMDP) para el ensayo de extrusion hacia
atras (back extrusion) en oleogeles preparados con diferentes concentraciones de EC en TCM (a) y
aceite de soja (b).

Es interesante notar que, a concentraciones de EC entre 6 y 7 % p/p, la
FMDP se incrementd a medida que aumentaba el PM del polimero, pero con

pequenas diferencias entre muestras. No obstante, al 8 % de EC se observd un
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efecto bifasico con una caida en la fuerza de penetracién estadisticamente
significativa (p < 0,05) para los dos polimeros de mayor PM cuando se disuelven en
el TCM (Figura 44-a). Para descartar la posibilidad de que este resultado pudiera
deberse a la necesidad de un mayor tiempo de gelificacion para estas dos EC (por lo
que los geles podrian mostrar la disminucion que se aprecia en la Figura 44-a),
estudiamos la dependencia en el tiempo que podrian tener las propiedades
estructurales de los geles para los cuatro PM al 8 % en el TCM, y también seguimos
este estudio a través de un ensayo de extrusion hacia atras (back extrusion). Como
puede verse en la Figura 45, este experimento mostré que la maxima fuerza de los
geles se alcanzé después de 24 h de incubacién a 4 °C de temperatura (Figura 45).
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Figura 45. Evolucién en el tiempo de la fuerza a la méaxima penetracion en el test de back extrusion

para geles de EC de cuatro pesos moleculares, al 8 % en el TCM.

Estructuralmente, las interacciones entre la red tridimensional del gel y la fase
liguida determinan el comportamiento mecanico y la estabilidad del sistema (66,107).
Ademas, al aumentar el PM del polimero, se pueden generar un mayor numero de
interacciones intermoleculares entre las cadenas poliméricas, en detrimento de las
interacciones polimero-aceite, afectando en consecuencia la rigidez global del gel
(68). Esta podria ser una de las razones por las que los geles formados con el 8 %
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de EC muestran esa caida en la FMDP para los dos polimeros de mayor PM. Al 9 %
de EC es posible que el efecto sobre la elasticidad del gel y la dureza superen
cualquier efecto producido por el incremento de las interacciones intermoleculares
que podria estar sucediendo en el caso de los dos polimeros de mayor PM. Esto
puede verse al considerar la distancia que la sonda penetra antes de alcanzar la
fuerza del punto A (Figuras 43 y 46). Una distancia de penetracion corta previo al
punto A indica un gel quebradizo mientras que una distancia de penetracion mayor
antes de la ruptura indica un gel mas elastico. Para los geles al 8 % de la cuatro EC,
esta distancia permanece practicamente constante y es corta, sugiriendo que el
incremento en el PM del polimero es compensado por las interacciones

intermoleculares, dando lugar a geles quebradizos con elasticidad similar.
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Figura 46. Distancia que la sonda penetra en el oleogel antes que la distancia en el punto A (Figura
43) sea alcanzada, durante el ensayo de extrusion hacia atras, para todos los PM de EC a
concentraciones de 8 % y 9 %.

Por ultimo, de acuerdo con la tendencia observada en la fuerza de penetracion, los
geles al 9 % de EC mostraron un incremento en la elasticidad a medida que
aumentd el PM de la EC, sugiriendo que a esta concentracidon de polimero los
efectos estructurantes derivados de la interaccidn red polimérica-fase liquida,

predominan sobre las interacciones intermoleculares polimero-polimero (Figura 46).
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5.3.3. Preparacién y estabilidad de emulsiones de PG en TCM.

Estudios recientes del efecto de surfactantes sobre organogeles formados por
EC en aceite de soja, mostraron que la red del gel no es sostenida Unicamente por
enlaces puente hidrogeno entre las moléculas de EC, sino también por interaccion
entre los grupos oxhidrilos del polimero y el surfactante (67). Por ello nos
interesamos en explorar si la EC podria estabilizar estas emulsiones no acuosas de
PG en TCM. Es valido mencionar como punto de partida, que las “emulsiones” de
PG tanto en TCM como aceite de soja, en cualquier proporciéon de éstos y en
ausencia de surfactante, son altamente inestables y se separan espontaneamente

en las dos fases constituyentes, entre 20 y 30 s (Figura 47).
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Figura 47. Apariencia de emulsiones 50/50 de PG en TCM, estabilizadas con diferentes
concentraciones de EC-10 disuelta en la fase grasa. La separacion de fases en el tubo control, se

produce muy rapidamente.

Es muy interesante notar que, aunque la EC es insoluble en PG, se
obtuvieron emulsiones tipo cremosas a temperatura ambiente luego de unos pocos
segundos después de la adicién de PG a las mezclas de EC y aceite. No obstante,
se usaron diferentes fuerzas de homogeneizacion para estandarizar el proceso de
obtencién de las emulsiones (seccion 4.2.1.5). De esta manera, todas las
emulsiones se obtuvieron dentro de los 10 s de aplicada la fuerza, ya sea esta en
vortice (vortex) o en el sistema rotor-estator de alto cizallamiento (ultraturrax). Como
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era de esperar, la apariencia macroscépica de las emulsiones fue mas homogénea
cuando se utiliz6 el sistema de rotor-estator, principalmente debido a la intensa
fuerza de cizallamiento caracteristica de este equipo. No obstante, la microestructura
de las emulsiones fue similar independientemente del aceite o el procedimiento de
homogeneizacion utilizado en su preparacion. En cualquier caso, la formacién de las
emulsiones llevd a una estructuracion del sistema en conjunto de tal forma que al
invertir el tubo, su contenido no fluia. Las emulsiones obtenidas de esta manera
fueron estables macroscopicamente por lo menos un mes a temperatura ambiente,
con muy poca presencia de exudado.

Estos resultados indican que independientemente del mecanismo por el cual
se produce la estabilizacién de las emulsiones, la EC es un agente emulsionante
muy efectivo para emulsiones no acuosas. Por otra parte, un aspecto importante de
destacar es la simplicidad en la preparacién, especialmente si se considera que las
emulsiones no acuosas generalmente presentan mayor numero de dificultades
técnicas que las emulsiones en base agua (tanto w/o como o/w), frecuentemente

relacionadas con el uso de equipamiento especifico para su preparacion.

5.3.3.1. Caracterizacion de la estructura de las emulsiones.

A través del microscopio éptico, se observé que la microestructura de las
emulsiones PG-en-aceite estabilizadas por EC fue similar para los diferentes aceites
y procedimientos de preparacién empleados, asi como para los diferentes PM del
polimero y su concentracion (Figuras 48-a y 48-b). Ademas, la Figura 48-c muestra
que las emulsiones formadas son estables en presencia de un co-surfactante como
PGPR. De acuerdo a aspectos tedricos de la funcion de moléculas tensoactivas, la
solubilidad de la EC en la fase oleosa y su insolubilidad en el PG bajo todas las
condiciones aqui evaluadas (calentamiento, agitacién, co-surfactante) es razonable
esperar que deberia obtenerse una emulsion del tipo PG-en-aceite (32). Sin
embargo, Melzer et al. describen que en las emulsiones estabilizadas por EC y
dependiendo de la temperatura, puede ocurrir una inversion de fase (46).

Por esto, y en la intencion de identificar la fase dispersa de nuestros sistemas,
las emulsiones fueron tefiidas con azul de metileno. Este colorante de naturaleza
polar, es totalmente soluble en PG pero es insoluble en los aceites evaluados. De
esta manera, comprobamos que siempre se formé una emulsion del tipo PG-en-

aceite, sin inversién de fase. Aln cuando en algunos casos las gotas no fueron
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Figura 48. Ejemplos de fotomicrografias de emulsiones no acuosas y frecuencia de tamano de gotas
de fase dispersa (PG). (a) Emulsién de PG en TCM (2:1) estabilizada con 2 % de EC-10 p/p en el
TCM. (b) Emulsiéon de PG en aceite de soja (1:1) estabilizada con 1 % p/p de EC-20 p/p en el TCM.
(c) Emulsion de PG en TCM estabilizada con 2 % de EC-20 p/p y 1 % de PGPR p/p en el TCM. Las
muestras (a) y (c) fueron preparadas con homogeneizador de alto cizallamiento a 8000 r.p.m., y la
muestra (b) fue preparada con homogeneizador vortex a 3200 r.p.m. Aumento: 100x (barra = 100
um).
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totalmente uniformes en su tamano (Figura 48), su forma fue perfectamente esférica
y con minimas deformaciones. El hecho que la presencia del co-surfactante PGPR
no afecté la estabilidad del sistema, suma otro elemento indicativo de la estabilidad

de las emulsiones obtenidas.

5.3.3.2. Propiedades de fluo de las emulsiones obtenidas usando
concentraciones bajas de EC.

Teniendo en cuenta que a concentraciones por debajo del 5 % p/p, las soluciones de
EC tanto en TCM como en aceite de soja (asi como también las emulsiones PG-en-
aceite resultantes de usar esas soluciones) son viscosas pero fluidas, para
caracterizar sus propiedades de flujo se opté por la medicidbn de las mismas en

redmetro.

5.3.3.3. Efecto del PM y concentracion de EC.

Como puede verse en la Figura 49, las soluciones de EC en TCM se comportan

como fluidos Newtonianos clasicos.
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Figura 49. Evolucion de la viscosidad a 25 °C en funcién de la fuerza de cizalla (shear stress) para
TCM con 1 % p/p de EC-10, y emulsiones preparadas con 50/50 de PG/TCM y estabilizadas con
0,125 %, 0,25 % y 0,50 % de EC-10 disuelta en la fase continua grasa. Las emulsiones fueron

obtenidas por homogeneizacion con vértex a 3.200 r.p.m. durante 30 s.
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Cuando se adicion6 50 % p/p de PG a soluciones de diferentes
concentraciones de EC en TCM, las emulsiones que se obtuvieron presentaron
propiedades de flujo totalmente diferentes. Esto puede verse a bajas fuerza de
cizalla, donde se produce la aparicion de un limite de fluencia tipico de los fluidos
pseudoplasticos. Este comportamiento fue similar para las emulsiones obtenidas con
10 % y 30 %. Como era de esperar, el aumento en la concentracion de EC caus6 un
desplazamiento de las isotermas hacia valores de viscosidad aparente mas altos.

Cuando usamos aceite de soja en lugar del TCM, la tendencia general en las
propiedades de flujo fue similar, excepto que el comportamiento fue pseudoplastico

aun en ausencia de PG (Figura 50).
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Figura 50. Evolucion de la viscosidad a 25 °C en funcién de la fuerza de cizalla (shear stress) para
aceite de soja (AS) con 1 % p/p de EC-10, y emulsiones preparadas con 30/70 de PG/AS y
estabilizadas con 1 % y 2 % de EC-10 disuelta en la fase continua grasa. Las emulsiones fueron

obtenidas por homogeneizacién con vértex a 3.200 r.p.m. durante 30 s.

Es interesante notar que las propiedades de flujo de las emulsiones de PG en
TCM fueron mas sensibles a la adicion de muy pequefas concentraciones de EC, en
comparacién a aquellas obtenidas con aceite de soja. Quizas el hallazgo mas
inesperado relacionado con las emulsiones de PG en TCM fue la independencia de
los efectos observados con el PM de la EC cuando se los observa a altas fuerzas de
cizallamiento, mientras que se observd un efecto inversamente proporcional a bajas

fuerzas (Figura 51). Es sorpresivo si se tiene en cuenta que la tendencia habitual
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para la mayoria de los polimeros es que en solucidon su viscosidad aumente a
medida que aumenta el PM.
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Figura 51. Viscosidad a 25 °C en funcién de la fuerza de cizalla (shear stress) para emulsiones
PG/TCM 1:1 estabilizadas con EC de diferentes PM, disueltas en la fase continua grasa. Todas las

emulsiones fueron obtenidas por homogeneizacion con vértex a 3.200 r.p.m. durante 30 s.

En este contexto y como ya hemos mencionado, se ha sugerido que el efecto
estabilizador de determinados polimeros sobre emulsiones podria deberse a un
incremento en la viscosidad de la fase continua (efecto cinético). La independencia
observada respecto del PM del polimero, o incluso la dependencia inversa, indica
que la estabilizacion que la EC produce sobre las emulsiones PG-en-aceite, es
debida a la presencia del polimero en la interfase y por lo tanto de tipo

termodinamico.

5.3.3.4. Dependencia de las propiedades de flujo de las emulsiones respecto de la
proporcién de PG

Como se ha establecido mas arriba, la incorporacién de PG al TCM o al aceite
de soja con EC, lleva a la formacién de emulsiones de PG en una fase continua
oleosa. Interesantemente, se observd un importante incremento en la viscosidad y el
comportamiento pseudoplastico de las emulsiones cuando se incrementé la

proporcién de PG.
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En la Figura 52-a se muestran como un ejemplo de esto las curvas de flujo
para las emulsiones obtenidas a partir de una solucion de EC-45 al 2 % p/p. Una
tendencia similar se observé para las otras EC de diferentes PM (datos no
mostrados). Cuando las emulsiones se prepararon usando aceite de soja como fase
oleosa, el incremento en la viscosidad aparente y en el limite de fluencia fue menor
que cuando se usdé TCM con 10 % y 30 % p/p de PG.
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Figura 52. Efecto de la concentracion de PG sobre la viscosidad y el LF a 25 °C, para emulsiones
estabilizadas con 2 % p/p de EC-45 disuelta en (a) TCM y (b) aceite de soja (AS).
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No obstante, un incremento significativo en la viscosidad aparente de la
emulsion fue observado cuando se utilizé 50 % p/p de PG (Figura 52-b). De modo
contrario a lo que podria intuirse, las emulsiones formadas usando TCM como fase
oleosa, mostraron mayores viscosidades cuando fueron estabilizadas con las EC de

PM mas bajos (Figura 53).
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Figura 53. Viscosidad a la minima fuerza de cizalla registrada (0,1 Pa; 25 2C) como una funcién de la

concentracién de PG, para emulsiones de PG en TCM estabilizadas con 2 % de EC de diferentes PM.

Estos resultados avalan la interpretacion realizada anteriormente, en cuanto a
que los efectos estabilizadores de la EC no son debidos a un incremento en la

viscosidad de la fase continua sino a la actividad de superficie del polimero.

5.3.3.5. Emulsiones obtenidas de soluciones de EC a altas concentraciones y

mediciones de extrusion hacia atras

Cuando la concentracion de EC en el TCM estuvo entre 5y 7 % p/p, se
produce la gelificacion de dichas soluciones; los geles resultantes fueron blandos y
algunos de ellos tixotropicos, porque su estructura rigida se pierde, haciéndose
totalmente fluidos cuando se aplica una minima fuerza (Capitulo 2). En base a esto,
se utilizé un test de extrusidon hacia atras (back extrusion) para caracterizar las

propiedades estructurales de las emulsiones obtenidas.
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Contrariamente a lo que se observé a bajas concentraciones de EC, donde el
agregado de PG promueve la estructuracion de la solucion oleosa al formar las
emulsiones, en este caso se observé un dramatico efecto desestructurante sobre los
oleogeles luego de la preparacion de las emulsiones (Figura 54). Este resultado es
probablemente debido a la interrupcién de la red del gel por parte de las gotas
liquidas del PG.
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4 = EC-20
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Figura 54. Fuerza a la maxima distancia de penetracion (FMDP; 20 mm) en el ensayo de back
extrusion como una funcién de la concentracion de PG, para emulsiones de PG en TCM obtenidas a
partir de oleogeles de EC al 7 %. 0 % de PG corresponde al oleogel de partida, y es incluido con fines

comparativos. Las lineas son simplemente una guia visual.

Vemos asi que la EC disuelta en el TCM o aceite de soja puede estabilizar
emulsiones no acuosas de PG como fase dispersa sin el requerimiento de co-
surfactantes. Las emulsiones formadas de esta manera son faciles de obtener y
muestran una muy buena estabilidad macroscopica, de al menos un mes a
temperatura ambiente. Ademas, los efectos de la EC sobre las propiedades de flujo
de las emulsiones de PG en aceite son independientes del PM del polimero,
sugiriendo que la molécula polimérica estabiliza la emulsion por su actividad de

superficie mas que por su capacidad de incrementar la viscosidad de la fase oleosa.
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5.4. CAPITULO 4: CHOCOLATE Y MANTECA DE CACAO COMO VEHICULOS
DE PRINCIPIOS ACTIVOS FARMACEUTICOS. Formulaciones novedosas
para farmacos poco solubles en agua.

Al 2013, aproximadamente el 40% de los nuevos farmacos son escasamente
solubles en agua (86). Este tipo de principios activos genera numerosas dificultades
a la hora de desarrollar las formulaciones que los llevaran incluidos como agentes
terapéuticos. Los principales inconvenientes se relacionan con el perfil de liberacién
del farmaco, su estabilidad, la identificacion de excipientes adecuados, polimorfismo,
efecto de los alimentos sobre la absorcién, enmascaramiento del sabor y
uniformidad de dosis. En consecuencia, la formulacién resultante presentara gran
complejidad en su composicion, llevando a mayor dificultad en las etapas
tecnoldgicas de fabricaciéon, con el consecuente encarecimiento del producto (86).
Considerando la naturaleza hidrofébica de la MC y sus propiedades ya descriptas en
los capitulos previos, en esta etapa se seleccionaron dos farmacos de escasa
solubilidad en agua para la obtencién de nuevas formulaciones terapéuticas. Estas
preparaciones fueron disefiadas no sélo pensando en la estricta vehiculizacién del
principio activo, sino también observando el resto de los aspectos problematicos
relacionados con este tipo de drogas.

5.4.1. Mebendazol (MBZ). Antiparasitario de uso humano y animal, con problemas
de polimorfismo.

El MBZ (Figura 22) es un potente antihelmintico de amplio espectro, usado
habitualmente en el tratamiento de ascariasis, uncinariasis, oxiuriasis y trichuriasis
(88). Como otros antihelminticos benzimidazoles, el mecanismo de accion primario
del MBZ ha sido explicado a través de su unién a las proteinas del citoesqueleto
(tubulinas) de los parasitos, impidiendo asi la reproduccion de los mismos (88).

El principal atractivo para la formulacion de una especialidad farmacéutica
que incluyera el MBZ, radica en la posibilidad que la fase grasa del chocolate
pudiese actuar como solvente para este principio activo, sumado al posible
enmascaramiento del sabor que puede proveer el chocolate, considerando que se
trata de una droga extremadamente amarga. Sin embargo, nuestros intentos de
solubilizarlo en forma directa en la MC no fueron exitosos; incluso aun en el vehiculo

oleoso que utilizamos para la disolucién previa de la EC como surfactante
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polimérico. Confirmamos asi lo descripto en la secciéon 1.7.1., definiendo al MBZ
como una droga insoluble en un amplio abanico de solventes, incluyendo algunos de
los mas apolares conocidos.

Se aprovecharon entonces las propiedades de fusion de la MC (seccién
1.6.1.), lo que permitié6 la obtencion de suspensiones sélidas de muy buena
homogeneidad. La dispersién total de la droga se logr6 en MC fundida a 50 °C,
fraccionando luego esta dispersidon en pequefias unidades que incluyeron la dosis
terapéutica. El enfriamiento rapido de estas se realizd para evitar la sedimentacién
de la droga, evento cinéticamente poco favorable dado que la viscosidad de la MC
liguida es un obstaculo en si misma para el movimiento de las particulas de MBZ
dispersas.

Dado que la preparacion de las suspensiones implica la fusion y re-
solidificacion del chocolate a través del temperado, debiamos considerar si ese
proceso térmico no afectaria el polimorfismo del farmaco, aspecto clave de su accion
terapéutica (seccion 1.7.1.). También debiamos evaluar si la mezcla emulsionante
EC + TCM tampoco tenia efecto sobre el estado cristalino de la droga. Para esto se
prepararon pastillas de MBZ disperso en chocolate y MC, y se obtuvieron sus
perfiles de DRX. La dispersién en MC fue necesaria para descartar que el farmaco
no produjera el efecto contrario sobre el polimorfismo de la MC; esto es, que no
afectara su cristalizacion. Esta precaucion debe considerarse no desde el punto de
vista del florecimiento graso derivado de una cristalizacion deficiente, transformacién
que el chocolate también podria experimentar en la formulacién, sino que esta
mayormente relacionado con la resistencia mecanica de cada una de las unidades
de dosis: la MC mal temperada, tiene el efecto inmediato de ser muy friable y
quebradiza, ademas de fundir a una temperatura mucho menor.

Con estos antecedentes, en primer lugar se estudié la deteccion de los
diferentes polimorfos del MBZ en una mezcla con chocolate, usando DRX. Esta
técnica se ha transformado en la herramienta inequivoca para determinar la
cristalinidad e identificar la forma polimérfica de una sustancia. El patron de
difraccion de una forma sélida es caracteristico de la misma, y da informacion directa
sobre el arreglo molecular dentro del cristal (90). En el chocolate la situacién se
complejiza por la superposicidon de patrones de DRX de diferentes moléculas, ya que
al estado cristalino de la MC debe sumarse la presencia de la sacarosa, la cual debe
permanecer en ese estado de cristalinidad hasta el final del procesado (seccion
1.2.2).
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No obstante, la DRX otorga elementos que permiten la diferenciacion de sus
patrones de difraccién en la mezcla compleja. En la Figura 55 se muestran los
difractogramas del chocolate sin leche (Figura 55-a), del polimorfo C del MBZ puro
(Figura 55-b), y de una mezcla de ambos (Figura 55-c). Si se comparan estos
patrones con el de MC (Capitulo 1), puede verse la mayor complejidad de los
presentados aqui. Sin embargo, la tarea de identificar la presencia de los polimorfos
del principio activo se simplifica evaluando los perfiles a bajos angulos de difraccion.
Si bien aqui se muestra sélo el polimorfo C, en la Figura 22 puede verse que a
valores menores a 20 = 109, aparecen reflexiones de muy buena intensidad que no
sélo permiten la diferenciacion entre si de los tres polimorfos de la droga en estado
puro, sino también permitirian identificar a cada uno de ellos en su mezcla con
chocolate, dado que las reflexiones mas intensas del azucar y la MC aparecen a
valores de 26 > 112

En la regién de 26 < 109, el chocolate puro (Figura 55-a) muestra ausencia de
reflexiones que pudiesen coincidir con alguna senal proveniente de la droga. En el
caso del polimorfo C (Figura 55-b), a 286 = 52 presenta una reflexién de muy buena
intensidad (flecha azul) que permite identificar esa forma cristalina cuando esa
misma reflexion esta presente en el chocolate (Figura 55-c, flecha azul). Debe
tenerse en cuenta que el principio activo se utilizard en una proporcion muy baja en
el chocolate, haciendo que esa sefial sea de intensidad mucho menor si se lo
compara con la droga pura (Figura 55-b).

Posteriormente, el MBZ fue adicionado al chocolate en diferentes
proporciones, incluso a concentraciones por encima de la dosis terapéutica, para
confirmar su detecciébn por DRX. En todos los casos, las suspensiones fueron
estabilizadas con 0,05 % de EC-10.

Considerando que la droga dispersa presentaba la forma polimérfica C, al
poner una proporcion alta esperabamos poder ver las transformaciones polimérficas
C - A6 C — B, en caso que se produjeran durante el tratamiento térmico del
chocolate. Si esto ocurria, muy probablemente las reflexiones correspondientes a los
polimorfos A 6 B serian de mucha menor intensidad que las registradas para el
polimorfo C. En la Figura 56 se recoge la porcion de los perfiles de DRX para la
region de valores de 26 entre 4° y 10°, para chocolates sin leche adicionados con

diferentes concentraciones del polimorfo C.
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Figura 55. Patrones de DRX de chocolate sin leche (a), polimorfo C del MBZ (b) y mezcla de ambos

(c).
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Figura 56. Patrones de DRX a valores de 206 entre 4° y 10° para chocolates sin leche con

concentraciones crecientes del polimorfo C de MBZ, el cual puede identificarse a través de la reflexion

a 0 = 52 (flecha roja).
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Puede verse entonces que es posible la identificacién del polimorfo C por
DRX a concentraciones entre 1 y 2 % en chocolate. Esto permite disefiar la
presentacion de las formulaciones para que tengan una concentracién final de MBZ
detectable por DRX, y pueda usarse la técnica para el control de calidad de la
preparacion. Por ejemplo, considerando una dosis Unica de 500 mg de MBZ como
tratamiento completo de una parasitosis determinada (88), y se dispersa esa
cantidad en una pieza de 5 g de chocolate, tendremos una concentraciéon de 10 %
de MBZ, suficiente para ser facilmente detectado por DRX. Como se expresdé mas
arriba, estas suspensiones se estabilizaron utilizando 0,05 % de EC-10. Ademas se
obtuvieron los patrones de DRX para suspensiones de MBZ en chocolate
estabilizadas con el resto de las EC (EC-20, EC-45 y EC-100), sin observarse
efectos adversos en la deteccion e identificacion del polimorfo C, con el cual se
prepararon estas muestras (perfiles de DRX no mostrados).

El patron de difraccién de la Figura 57, muestra que la MC puede ser
perfectamente temperada para la obtencién de sus polimorfos méas estables (en este
caso, para el B-V) aun en presencia del antiparasitario, si bien en este caso se utilizé
una cantidad muy pequena del farmaco (1,5 %). La droga utilizada en la mezcla de
la Figura 57-b contenia una elevada proporcion del polimorfo A, y especificamente
en el caso de este lote de MBZ una de las reflexiones mas importante se daba a 26
= 17,52 (flecha roja) en lugar de la cercana a 26 = 7,52 (ver Figura 22)".

Si bien las tres formas polimérficas del MBZ presentaban reflexiones a valores
20 < 10° que nos permitian identificar cada una de las estructuras, en el caso de la
Figura 57-b, se aproveché esa reflexion mas intensa a 26 = 17,5°. Aqui también es
posible hacer este analisis dada la mayor simplicidad del patron de DRX de la MC
frente al del chocolate, ya que en este Ultimo no seria posible ver con tanta claridad
la reflexibn mas intensa. Mas alla de estas consideraciones, la importancia del
resultado mostrado en esta figura nos permite ver que la forma polimérfica de la MC
no se ve afectada por el farmaco, independientemente del hecho que en este caso
se haya usado una materia prima donde el principio activo estd mayormente en la

forma cristalina A.

" Para una determinada forma polimérfica, pueden obtenerse dos perfiles de DRX donde aparezcan
todas las reflexiones caracteristicas, pero que algunas de ellas difieran en sus intensidades relativas.
Por ejemplo, el polimorfo A del MBZ habitualmente presenta dos reflexiones muy intensas a 26 = 7,5°
y 17,5°, donde la relacion de intensidades es generalmente refl. 7,5° > refl. 17,5°. No obstante, esta
relacion puede invertirse, lo cual no representa una alteracién en las propiedades del sélido, sino una
preparacion de la muestra no del todo correcta al momento de obtener su difractograma. Este artificio
técnico se conoce como “orientacion preferencial”.
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Figura 57. Patron de DRX para una muestra de MC pura (a) y una mezcla de MC con 1,5 % de MBZ

con prevalencia del polimorfo A (b). La flecha roja sefiala una reflexién caracteristica de esta forma
cristalina.

Las caracteristicas nutricionales del chocolate no lo favorecen para ser
seleccionado como agente de transporte de farmacos, ya que en el caso de
tratamientos largos se deberian administrar varias dosis en pocos dias, y esto
implicaria la ingesta de considerables cantidades de grasas y azucares. Sin
embargo, la misma forma de administracién del MBZ elimina esa posibilidad, ya que
la posologia mas habitual es a través de dosis Unica, o bien en una Unica toma diaria
que soblo se prolonga por tres dias. Sumado a esto, la manufactura de estas
preparaciones se hizo utilizando bajas proporciones de chocolate y una
concentracion tal del principio activo que permita el tratamiento de una parasitosis
con la menor ingesta posible del alimento, pero sin descuidar la dosis terapéutica.

Cuidando estos dos aspectos de la formulacién, la ingesta de azlcares y grasas por
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parte del paciente se pueden considerar insignificantes en la ingesta normal diaria
de calorias.

Otra etapa en el control por DRX de estas formulaciones, debera ser el
seguimiento de la estabilidad del polimorfo C. Si bien esta forma es la de mayor
actividad terapéutica, es la menos estable y se transforma con el tiempo en la mas
estable forma A; habiéndose descripto que un 30 % de esta ultima inactiva la accién
antihelmintica de cualquier formulacién de la droga (89). No obstante, existen
estudios que establecen que el polimorfo C es estable a temperaturas entre la
ambiental y los 179 °C, comenzando su migracion a la forma A entre 205 °C y 220
°C (91). Esto es critico en la industria farmacéutica, ya que la compresién de polvos
para transformarlos en tabletas involucra un incremento considerable de la
temperatura, por lo que debe hacerse el seguimiento del producto terminado a
través de DRX para verificar si ha ocurrido o no la transformacién polimérfica C — A.
Las formulaciones a base de chocolate cuentan con la ventaja que no deben
comprimirse, y si bien debe calentarse a 50 °C para realizar la dispersién de la
droga, esa temperatura esta muy por debajo de las que favorecen la transformacion
polimérfica no deseada. Sumado a esto, el paso posterior destinado a darle forma al
comprimido o tableta, involucra el moldeado y post-enfriado y no la compresién de la

formulacién.

5.4.2. Altrenogest. Progestageno sintético, programador y sincronizador del ciclo
estral en ganado porcino y equino, con marcada fotosensibilidad y problemas
de dosificacion.

El altrenogest simula la accién de la progesterona enddégena e induce un
estado hormonal similar a la prefiez. Durante el tratamiento, la liberacién ciclica de
gonadotrofinas se ve suprimida bloqueando el desarrollo de foliculos y, por lo tanto,
del periodo de celo. Cuando el tratamiento se discontinua, la inhibicidén pituitaria se
interrumpe lo que permite un rapido aumento del desarrollo folicular y posterior
ovulacién (108). Asi se logra que todas las hembras presenten el periodo de celo al
mismo tiempo, procediendo en estas condiciones a la inseminacion de las mismas.

Las presentaciones comerciales de este principio activo involucran el uso de
aceites vegetales, los cuales son liquidos a temperatura ambiente debido a su
composicion en AG y son buenos solventes para este farmaco, con velocidades de
disolucion logradas en nuestro laboratorio de aproximadamente 5 mg/h en aceite de
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soja (a 37°C y 60 r.p.m.). Se disolvié también facilmente en MC y CBE fundidos (30
mg/h, a 55°C y 75 r.p.m), moldeandose tabletas con esta solucién. La Unica
precaucién extra fue la proteccidén de la formulaciéon de la accién litica de la luz a lo
largo de todo el proceso de preparacion.

La obtencidén de formas soélidas para la formulacién resulté critica comparada
con la formulacion liquida comercial, ya que esta presenta dos desventajas
importantes: la dosificacidn y la estabilidad (no sélo del principio activo, sino también
del aceite usado como excipiente). El envase de la férmula liquida esta provisto de
un sistema de dosificacion para entregar el volumen medido con la cantidad del
farmaco necesario para una dosis. Este volumen se dispensa a través de una
pequena manguera con una boquilla en el extremo de salida, y asi el liquido puede
ser vertido sobre la comida o bien directamente sobre la boca de los animales. En
primer lugar, esta dosificacion tiene altas probabilidades de ser cuantitativamente
defectuosa, por errores en la medicion del volumen o por pérdidas de liquido fuera
de la boca del animal o de la racion. En cualquier caso, puede existir un error
adicional si el animal no ingiere toda la racion. Este no es un error menor ni poco
comun, ya que puede ser dificil el control de ingesta de todos los animales, maxime
si se trata de granjas numerosas. En segundo lugar, el liquido es limpido y estda mas
expuesto a la luz, pudiendo afectar en muy corto plazo el contenido de droga en la
formulacion. Esta fotosensibilidad sumada a la exposicion al oxigeno del aire,
también favorecen la descomposicion del vehiculo oleoso por enranciamiento de sus
acidos grasos insaturados, algo que influira en la ingesta del mismo por parte de los
animales debido a su mal sabor. Debido a esto, es comun el uso de antioxidantes en
las formulaciones liquidas.

El estado sélido de la formulacién evaluada en este estudio representa una
ventaja al permitir una dosificacion mas sencilla. También puede ser mezclada con la
comida de los animales, aunque las tabletas pueden ser colocadas directamente en
la boca de los animales. Esta practica no representa un riesgo para el personal, ya
que se trata de animales criados en granjas y en condiciones que permiten
desarrollar una alta docilidad para con sus cuidadores.

El CBE en estado liquido es limpido y practicamente incoloro, pero al
solidificar es blanquecino y pierde su transparencia, proporcionando al principio
activo una proteccion contra la fotdlisis.

Por dltimo, la composicidn casi total en acidos grasos saturados, hace que el
CBE sea una grasa muy estable a la accién oxidativa del aire, constituyéndose en un
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excipiente estable y sin la necesidad del uso de antioxidantes. En relacion a esto, se
realizaron estudios de estabilidad del altrenogest extraido de las formulaciones
liquida y sélida. La primera se conservo refrigerada, y se determind una pérdida en
la concentracion del principio activo luego de 11 meses de preparada. En cambio, la
forma sélida resulté ser muy estable, ya que fue conservada a temperatura ambiente
y se recuperd mas del 98% del principio activo luego de 4 anos de preparada la
solucién. Estas determinaciones se realizaron por Cromatografia Liquida de Alto
Rendimiento, acoplada a deteccidén por UV con arreglo de diodos (HPLC-UV-DAD),
en el laboratorio de Analisis Farmacéutico del CEPROCOR (datos no mostrados).

A partir del resultado del estudio de estabilidad, es posible extraer datos
acerca de la uniformidad en la preparacién de las tabletas, ya que el analisis
simultaneo de cinco tabletas obtenidas a partir de la solucion original de altrenogest
en CBE sobre las que se realiz6 ese estudio, arroj6 una desviacion estandar de 0,02
mg/g. Este resultado sirve de punto de inicio para un estudio de uniformidad de dosis
disenado con todos los requisitos analiticos necesarios.

En la Figura 58, se muestra la forma de las preparaciones obtenidas para
MBZ y altrenogest. Para otorgarles mayor resistencia mecanica y estabilidad
térmica, fueron recubiertas con una pelicula de EC.

Figura 58. Tabletas obtenidas en el laboratorio para la vehiculizacion de MBZ y altrenogest.
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6. DISCUSION

En este estudio se caracterizo6 el efecto de una mezcla emulsionante disefiada
para la estabilizacién de una suspensién libre de agua, el chocolate. Dicha mezcla
se prepar6 por solubilizacién de un copolimero de injerto hidrofdbico, la etilcelulosa,
en un vehiculo oleoso compuesto por triglicéridos de cadena media. La accion de
este emulsionante no sélo se estudié a través de las propiedades de flujo del
sistema en estado fluido (caracterizacion habitual de las moléculas con actividad
surfactante), sino también dimensionando las consecuencias que estos agentes
surfactantes podian tener sobre la transicién liquido-sélido de este alimento, a través
del estudio de sus propiedades cristalograficas. Ambos eventos resultan
determinantes para alcanzar las propiedades organolépticas Optimas en un
chocolate de buena calidad. No obstante, si el emulsionante utilizado interfiere
negativamente en alguna de estas transformaciones, puede situar al producto en el
otro extremo de su aceptacion de calidad, con baja resistencia térmica y alta
susceptibilidad al fat bloom.

Por diversas razones ligadas principalmente a la ausencia de agua del
sistema en estudio y a sus caracteristicas de suspensién sélido-liquido de color
oscuro, que limitaban el uso de determinadas técnicas de analisis disponibles, el
estudio del mecanismo estabilizador de esta mezcla surfactante fue realizado
utiizando como modelo emulsiones no acuosas de PG en aceite. La sencillez en la
obtencién y la muy alta estabilidad lograda con este sistema, no s6lo nos permitié
explicar satisfactoriamente tal mecanismo sino también iniciar una nueva tematica de
estudio relacionada con su potencial aplicacién en alimentos de base grasa y
vehiculizacion de principios activos de naturaleza hidrofébica.

Por ultimo, el estatus de libre de agua del chocolate junto a las diferenciales
propiedades de fusion la manteca de cacao, nos permitieron el disefio y
caracterizacion de formulaciones farmacéuticas de principios activos de escasa o
nula solubilidad en agua. Este enfoque permitié simplificar en gran medida la
compleja vehiculizacién con la que este tipo de formulaciones es preparado en la

industria farmacéutica.
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6.1. Ventajas de la disolucién de la EC en un TCM previo a su incorporacion a la
masa de chocolate.

Nuestro conocimiento previo en quimica de polimeros y su aplicaciéon en
alimentos, el creciente uso de macromoléculas como agentes emulsionantes, y la
escasez de polimeros hidrofébicos con actividad surfactante, hacian de la EC una
molécula de caracteristicas muy adecuadas para el desafio de desarrollar un
estabilizante para la suspensién chocolate, pero sin descuidar los aspectos
relacionados con sus propiedades de estado soélido.

La estrategia de vehiculizacién de este polimero en un aceite totalmente
compatible con la MC (Capitulo 2) fue central y es quizas el aspecto tecnoldgico
diferencial de nuestro trabajo. Esto permitié incorporar la mezcla surfactante
directamente al alimento sin necesidad de calentar previamente la MC a altas
temperaturas, y lograr el sinergismo adecuado para un manejo relativamente
independiente de la viscosidad y el limite de fluencia en la masa de chocolate
fundido. Esto ultimo, algo habitual en la industria (por ejemplo, a través del uso
combinado de lecitina de soja y PGPR), en nuestro caso puede alcanzarse solo
manipulando la composicién de esa pre-mezcla TCM-EC, ya que cada componente
de esta presenta un efecto propio sobre la reologia de la masa.

Las escasas referencias previas de utilizacién de la EC como estabilizante de
emulsiones y suspensiones, implicaban su uso disuelta directamente en la fase
grasa continua. Ademas, la descripcion de los mecanismos subyacentes en la
estabilizacién, se lograba a través del uso de sistemas modelo donde
indefectiblemente se involucraba al agua (46,57).

En este sentido, el aceite y su composicion en TCM permitié que el inevitable
calentamiento a alta temperatura (por encima de la Tg de la EC), se realice en un
tiempo mucho mas corto y sin desarrollo de olores y sabores indeseables,
lograndose una mezcla emulsionante cuyas caracteristicas organolépticas fueron
incluso mejoradoras de aquellas que presenta la lecitina de soja cruda que
normalmente se usa en la industria del chocolate (Figura 39). Muy probablemente, la
mejor accion disolvente del TCM esté relacionada con el largo de su cadena de TG
de entre 8 y 10 atomos de carbono y la posibilidad de una interaccién mas sencilla
de el punto de vista estérico con los restos etoxilo de la EC, en contraposicién con
los TG de cadena mucho mas larga que presenta la MC, e incluso el aceite de soja
con el que se lo ha comparado en este estudio.
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La mezcla puede adicionarse al chocolate durante el concado (como cualquier
emulsionante de uso habitual) y realizar correcciones de flujo en el momento, y no
estara limitado a la adicion del polimero a la MC antes que se prepare la masa de
chocolate, donde la MC ya esta prevista en peso para la formulacion.

6.2. La EC estabiliza la suspensién chocolate a través de un mecanismo

interfacial, efecto favorecido por su muy baja concentracion de uso.

La accién estabilizante de la suspension chocolate esta de acuerdo con la
descripcién de la EC como un agente emulsionante hecha por Melzer et al (46),
donde se describe la deposicién del polimero en la interfase de emulsiones o/w. Sin
embargo, en nuestro caso y considerando a la naturaleza anhidra del chocolate y su
estructura de emulsion inversa (w/o), necesitdbamos disefar un sistema donde el
agua estuviese ausente. Considerando que la fase continua grasa debia
necesariamente llevar disuelta la molécula estabilizante (de acuerdo a la regla de
Bancroft), probamos que la EC produce la estabilizacion de la suspensién a través
de su accion interfacial y no por accién cinética de viscosamiento de la fase grasa.
La importancia de este resultado radica en que la accion de estos surfactantes
poliméricos generalmente es consecuencia de la combinacion de estos mecanismos
(seccién 1.5.2). Ademas de los resultados mostrados en este sentido en el Capitulo
3, donde la independencia del PM del polimero fue determinante, esta afirmacion
esta avalada por la escasa concentracion de EC necesaria para lograr una
adecuada estabilizacién (entre 0,04 % y 0,07 %).

Como se describi6 oportunamente, los mecanismos que explican los
fenémenos de estabilizacién-desestabilizacion de emulsiones y suspensiones,
involucran invariablemente la presencia del agua. No obstante, pueden ser
considerados al momento de intentar explicar las observaciones logradas en
sistemas anhidros como las ENA y el chocolate.

Tadros (60) establece que los surfactantes poliméricos de injerto (graft) se
comportan de manera tal que sus porciones hidrofébicas interaccionaran con la fase
de la emulsion que sea mayormente hidrofobica, disponiendo sus porciones
hidrofilicas para que interaccionen con la fase mayormente hidrofilica de la emulsién
0 suspensién. Estas posibilidades que aparecen como muy obvias, en la practica no
lo son, ya que dependen de diversos factores que involucran desde el porcentaje de

injertos que presente la cadena principal hasta las propiedades de solubilidad que
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presenten las diferentes porciones del polimero en diferentes solventes. La
prediccion de cual sera la tendencia que seguiran las diferentes porciones de un
polimero de injerto, involucra aspectos probabilisticos con sus correspondientes
céalculos asociados y modelizaciones estadisticas, cuyo desarrollo no es objeto de
esta tesis. Como una de las posibilidades para un polimero de injerto, los resultados
obtenidos se ajustan a un modelo de adsorcién a la superficie de la particula
dispersa que se muestra en la Figura 59.

Cadenas alquilicas injertadas, en contacto con la fase continua

/ \

- , s . I Cadena central del
- - » polimero, en contacto
» r con la superficie de

£ las particulas
dispersas

Figura 59. Modelo de interaccion para un polimero de injerto en una emulsion o suspensién, por lo

cual las “particulas” deben entenderse como gotas o restos solidos respectivamente.

Estas probabilidades estan calculadas en base a sistemas acuosos, donde la
concentracion de electrolitos y en consecuencia la fuerza iénica y el pH, juegan roles
determinantes para decidir el mecanismo de adsorcion.

En el sistema chocolate, la conjuncion de dos aspectos como la ausencia de
agua y la elevada hidrofobicidad de la EC, acota el numero de opciones de
solubilizacion e interaccion de la cadena principal hidrofilica y las cadenas injertadas
hidrofobicas de este polimero, permitiéndonos proponer un mecanismo de
estabilizacion tal como se muestra en la Figura 60, donde la interaccion con la
superficie del azicar muy probablemente se produciria como se muestra en la
Figura 59.

De esta manera, ya sabemos que la EC se disuelve en la fase continua grasa,
lo cual necesariamente se logra a través de los restos etoxilo “injertados” en la

molécula de celulosa.
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Restos Fase continua

etoxilo —_ (MC + TCM) /

Particula
de azlcar

Particula
de azlcar

Etilcelulosa

Figura 60. Modelo de estabilizacion de la suspension chocolate por el polimero etilcelulosa.

Asi, la cadena central mas polar del polimero quedara disponible para
interactuar con la superficie hidrofilica del azlcar, provocando asi la necesaria
disminucién de la energia libre interfacial que debe ocurrir para evitar la
desestabilizacion de la suspension y su separacién de fases. No obstante, la
dependencia directa y muy marcada de la concentraciéon y el PM de la EC sobre su
accion viscosante probada en el Capitulo 3 con la formacion de oleogeles rigidos,
hacian pensar que podria haber una alta dependencia de mecanismos cinéticos por
viscosamiento e impedimento de la coalescencia en las emulsiones no acuosas. Si
bien en este sistema, los resultados demostraron que el mecanismo estabilizador es
por accién interfacial, la baja concentracion final del polimero aporta un elemento
probatorio adicional, mas aun cuando se lo piensa en el chocolate.

Considerando los mecanismos de desestabilizacion planteados en la seccién
1.5.1, los de floculacién y coalescencia estan descriptos como los mas comunes en
relacion a la desestabilizacion de emulsiones y suspensiones (42), y ambos son
mecanismos altamente dependientes de la concentracién de surfactante. En este
sentido, el modelo propuesto en la Figura 60 para el chocolate, donde el polimero
“tapiza” la superficie de cada cristal de azlucar evitando que estos cristales
interaccionen entre si y se provoquen grumos, es Solo posible a bajas
concentraciones de polimero. Este modelo esta de acuerdo con nuestros resultados
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reolégicos, donde la ausencia de tixotropia en un chocolate bien concado indica la
ausencia de grumos formados por asociaciones de particulas de azucar (Capitulo 2).
Pero si esta concentracién excede un cierto valor critico, habra exceso de moléculas
de EC en la fase continua, y esto podria pensarse como favorecedor de la
estabilizacién cinética de la suspensién. Sin embargo, los resultados reol6gicos
muestran que al aumentar la concentracion de EC por encima de 0,10 %, la
viscosidad del chocolate aumenta drasticamente. En mayor o menor medida, puede
darse alguno (o coexistir varios) de los siguientes fendmenos que explique este
efecto:

> En primer lugar, el aumento de la cantidad de polimero o de su PM provoca el
incremento de la viscosidad como se describié para las soluciones de EC (Capitulo
2), lo cual se hace muy drastico en el chocolate dada la baja fraccion de volumen de
su fase continua, la MC, comparada con otras suspensiones.

> En segundo lugar, el aumento de concentracion de polimero provoca un
efecto osmético en la regién entre dos particulas de azucar, haciendo que las
cadenas de EC de esa regién tiendan a separarse de su unién con las particulas de
azucar y migren hacia la fase grasa. Asi, se provoca el acercamiento inter-particulas
y la interaccién entre ellas que lleva a la formacién de grumos. Este modelo esta de
acuerdo con el propuesto por Blijdenstein, descripto por Bouyer et al (109) para el
mecanismo conocido como floculacion por deplecion (Figura 70).

JEQ%Q
M Me Azucar

VAYA S&

AzUcar /Q

Figura 61. Modelo de floculacion por deplecién para la suspensién chocolate, de acuerdo al modelo
de Blijdenstein. La falta de cobertura por EC en parte de la superficie de cada particula, lleva a la
formacién de grumos por incremento en la interaccién entre particulas de azucar (modificado de la

referencia 109).
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> En tercer lugar, estos mismos autores proponen también el mecanismo de
floculacion por formacion de puentes (Figura 62), que establece que a mayores
concentraciones de polimero, puede darse que cada molécula de este pueda
interaccionar con mas de una particula de azucar, formando “puentes” entre ellas y
no favoreciendo su libre movimiento, por lo que podrian formarse grumos (en este
punto debe de nuevo considerarse que la elevada concentracion de azucar también
favorece que una cadena de EC pueda tener el “alcance” necesario para unirse a

53“%2/

o~ \Nj

Azucar
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Figura 62. Modelo de floculacion por formacién de puentes para el chocolate, de acuerdo al modelo

dos particulas).

de Blijdenstein. En este caso, la formacion de grumos se da porque una misma molécula de EC

interacciona con mas de una particula de azucar (modificado de la referencia 109).

De esta manera, una pequena concentracion de polimero logra una correcta
estabilizacidn reologica de la masa del chocolate fundido, haciendo que el modelo

de la Figura 60 sea muy apto para explicar lo que sucede en nuestro sistema.

6.3. La EC no produce perturbaciones en la formacion de la estructura polimoérfica

mas estable de la MC.

Como ya se menciond, de la interaccion con la industria local se desprende
que el uso de los emulsionantes como reguladores de flujo en el chocolate fundido
se realiza muchas veces sobre el uso pragmatico de prueba y error. Esto sucede
mas aun si se considera especificamente la influencia que pueden tener estos
componentes minoritarios aditivados (Capitulo 1), sobre la cristalizacién de los

sistemas continuos grasos. Si bien sobre este topico existe abundante bibliografia
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que puede ser utilizada como base para el trabajo industrial, la mayoria de estas
investigaciones arrojan resultados que sélo comprueban y avalan usos o efectos ya
observados empiricamente (95,96). En este sentido, el trabajo de Garti et al durante
la década del '80 sea el mas exhaustivo, intentando explicar los mecanismos a
través de los cuales la obtencién del estado cristalino en una matriz grasa durante la
transicion liquido-sélido, puede ser perturbada por la inclusién de emulsionantes en
la red de los cristales de los TG. Casi en su totalidad, sus investigaciones han sido
orientadas hacia fracciones de TG constituyentes de la MC o sobre esta misma, y
sus consecuencias sobre la formacion de la red cristalina en el chocolate (96,110-
118). Las investigaciones posteriores de otros autores, han sido fuertemente
influenciadas por el trabajo de Garti (98,119-121).

En ningun caso se han incluido emulsionantes poliméricos entre las moléculas
estudiadas, y mucho menos la EC. El trabajo de Marangoni ha incluido las diferentes
propiedades de esta celulosa modificada y su efecto sobre aceites liquidos y grasas
sélidas incluyendo la MC y el chocolate, pero siempre desde un punto de vista
estructurante (gelificante) (67,68,100,122,123), lo cual se logra a altas
concentraciones (= 5 % p/p o mayor); efecto que incluso ha sido revisado en esta
tesis. Este autor también ha estudiado los efectos de MM sobre la cristalizaciéon de
materiales grasos, pero no ha incluido a la EC a bajas concentraciones como
potencial agente perturbador de la red polimoérfica (124,125).

En diferentes secciones de este estudio se establecié claramente que un
buen emulsionante para el chocolate sera aquel que permita controlar su
comportamiento reoldgico dentro de determinados limites cuando esta fundido, y
que ademas no perturbe la formacion del polimorfo B-V cuando se produce la
solidificacion del producto.

Esa perturbaciéon puede darse de dos formas, donde la primera esta
relacionada con el enlentecimiento de la transformacién B-IV — B-V, y la segunda
con la aceleracion de la transicion -V — B-VI. Si bien esta ultima lleva a la aparicion
del fat bloom, la primera lleva a la obtenciéon de un chocolate de baja resistencia
térmica. Se dice entonces que un buen balance entre ambas transformaciones
provoca una retencion del polimorfo 8-V, y da lugar a un chocolate de buena calidad,
cuyo proceso de temperado no fue afectado por MM.

Esto nos deja ver que la MC, los equivalentes de MC, y sus mezclas, deben
ser temperados como una consecuencia de su capacidad de cristalizar en diferentes

polimorfos. Al someterlos a este proceso térmico, manipulamos las condiciones y el
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equipamiento para lograr la forma termodinamicamente buscada en el chocolate. El
temperado involucra la reduccion de la temperatura del chocolate fundido para
inducir la cristalizacién conjunta de polimorfos estables e inestables. Luego, la
temperatura se incrementa a un punto lo suficientemente preciso como para que los
polimorfos inestables se fundan, dejando solamente los cristales estables. Estos
serviran entonces de semilla para que la masa total del chocolate cristalice en la
forma polimoérfica estable.

Estos conceptos estan resumidos en la Figura 27, donde se muestra el
esquema de temperado que hemos utilizado en esta tesis. Existe una importante
variedad de combinaciones de tiempos, temperaturas y velocidades de mezclado
para lograr este propédsito, haciendo que diferentes disefios de procedimiento muy
probablemente hagan que el camino por el cual se llega al polimorfo final, sea
variable segun el procedimiento usado. De esta manera, pueden verse favorecidos o
inhibidos los eventos involucrados en la retencién del polimorfo -V, favoreciendo o
retardando la aparicién del fat bloom (126) (Figura 72).

Figura 63. Desarrollo de florecimiento graso (fat bloom) en un mismo lote de chocolate sin leche
temperado en nuestro laboratorio a través de tres métodos diferentes. La muestra de la izquierda no
presenta desarrollo de fat bloom.

Esta explicacion es necesaria para comprender que nos propusimos evaluar
el efecto en el polimorfo obtenido al final de nuestro proceso de temperado de MC y
sus mezclas, y predecir que sera el mismo en el chocolate sélido finalmente listo
para consumir, prescindiendo de la cinética de cristalizacién a través de la cual se
obtuvo ese estado final. Esto esta relacionado no sélo con una cuestion netamente
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de aplicacién practica, sino también con nuestras posibilidades del equipamiento de
DRX. De haber ocurrido alteraciones o “errores” durante la cristalizacién de los TG,
esto se habria traducido en patrones de difraccion con determinadas diferencias en
reflexiones particulares, al ser comparadas con difractogramas obtenidos para MC
temperada en las mismas condiciones.

A través del estudio por DRX, nuestro trabajo ha demostrado que la mezcla
emulsionante desarrollada, con muy baja concentracidn de EC como surfactante
polimérico (menor a 0,1 %):
> No inhibe la aparicion del polimorfo 8-V ni favorece la aparicion del polimorfo
B-VI en la manteca de cacao. Ambos efectos tampoco fueron observados para la
lecitina de soja.
> No produce segregacidn grasa. Este efecto esta relacionado principalmente al
TCM usado como su vehiculo, ya que por su relativamente amplia diferencia en el
largo de cadena (y en consecuencia, su menor punto de fusién) con los TG de la
MC, podria eventualmente ser facilmente excluido de la red cristalina y afectar las
reflexiones obtenidas por DRX. Una explicacion posible de este efecto, puede
atribuirse a la accién gelificante que la EC produce sobre el TCM, transformandolo
en una entidad molecular mas cercana a una grasa sélida (con mayor similitud a la
MC) y alejandolo de su naturaleza de aceite liquido.
> Permitié estandarizar un procedimiento de temperado de laboratorio, con la
identificacion de los polimorfos méas importantes para el chocolate en diferentes
formas de temperado. Utilizamos un procedimiento de temperado totalmente
manual, tal como se realizaba antiguamente, pero la base teérica de los eventos es

la misma.

6.4. MC y grasas equivalentes como alternativas para el transporte de principios

activos farmacéuticos: sencillez en el desarrollo de las formulaciones

La base del uso de estas grasas como agentes de solubilizacién (altrenogest)
o dispersion (MBZ) de principios activos de muy baja solubilidad en agua, fueron su
hidrofobicidad y sus particulares caracteristicas de fusion, respectivamente. En
ambos casos, la mayor ventaja lograda ha sido sin lugar a dudas, la sencillez que
involucrd su preparacion, quizas el aspecto mas laborioso en relaciéon al desarrollo

de nuevas formulaciones farmacéuticas para este tipo de drogas.
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Para el caso del MBZ, el uso de la DRX permite el seguimiento del
comportamiento polimérfico del farmaco y el control de la cristalizacion de la grasa,
ya que al igual que lo descripto anteriormente, la retencion del polimorfo B-V es
fundamental para lograr una buena resistencia térmica y mecanica.

La buena solubilidad del altrenogest en las grasas usadas plantea una
buscada estrategia de dosificacién de este farmaco en formulados sélidos, con un
incremento en la estabilidad relacionada con la fotosensibilidad del principio activo y
de la oxidacion y lipdlisis del vehiculo, respecto de los aceites vegetales
normalmente usados en los preparados comerciales.

Si se tienen en cuenta entonces los principales inconvenientes para el
desarrollo para una formulacion de este tipo, en este estudio mostramos que el uso
de grasas vegetales similares a la MC, o incluso el chocolate mismo, brindan
soluciones sencillas para muchos de esos inconvenientes, algunas de las cuales
deberan ser corroboradas y reafirmadas en posteriores pruebas in vivo:
> Estabilidad mejorada in vitro, incluyendo los aspectos relacionados al
comportamiento polimérfico.
> Necesidad de excipientes practicamente nula.
> La presencia de grasa es un potencial mejorador de la absorcion intestinal

para cualquier farmaco de baja solubilidad acuosa (86).
> Buena uniformidad de dosis.
> Buen enmascaramiento del sabor, principalmente en la formulaciéon del MBZ

en chocolate, cuando se considera el elevado sabor amargo de este farmaco

Y SU USO en nifos.

Una desventaja para este tipo de formulaciones se planteaba al momento de
la manipulaciéon de las tabletas para su dosificacion: dadas las caracteristicas de
fusion de estas grasas, en relativamente poco tiempo se daria el derretimiento de la
formulacién en los dedos, por efecto de la misma temperatura corporal. En este
sentido, se hacia indispensable la cobertura de las tabletas, sin que esto interfiriera
en el desarmado por fusién que sufren los chocolates cuando son colocados en la
boca.

En ambas formulaciones aprovechamos otra caracteristica de la EC que ya
tiene aplicaciones en la industria farmacéutica, como es su habilidad para formar
peliculas de cobertura de muy buena resistencia mecanica. La EC generd peliculas
de muy buena adherencia, haciendo que la cobertura de las tabletas fuese muy

uniforme.
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7. CONCLUSIONES

En este estudio se demostro la accidn estabilizante sobre un sistema disperso
inverso (de estructura w/o) y anhidro, el chocolate, a través del uso combinado y
sinérgico de un polimero hidrofébico con actividad surfactante dispersado en un
aceite comestible de alta pureza, compuesto por triglicéridos de cadena media. El
polimero de injerto EC en su mezcla con el TCM, fue eficiente en la estabilizacion
reoldgica indispensable durante el manejo de la masa del chocolate fundido, a través
de la posibilidad de regular en forma independiente los parametros viscosidad y
limite de fluencia.

Durante la posterior transicion liquido-solido de este alimento, se establecié
que la mezcla emulsionante no impidié el temperado de la MC en su forma cristalina
mas estable, el polimorfo B-V. La retencion de este polimorfo representa el evento
clave para la obtencién de un chocolate de 6ptimas cualidades organolépticas, y
permite predecir su maxima resistencia térmica al desarrollo de defectos tales como
el florecimiento graso.

A través de emulsiones no acuosas, un sistema disperso de similar
disposicion estructural pero de mayor simpleza que el chocolate, se puso en
evidencia el mecanismo estabilizador de la mezcla, confirmando la buena actividad
de superficie del polimero previamente observada a través de sistemas de capas
monomoleculares. Esta actividad de superficie en el chocolate se vio favorecida por
la baja concentracion de EC en la mezcla. La obtencion de emulsiones no acuosas
de preparacion muy sencilla y alta estabilidad, abrié la posibilidad de novedosas
aplicaciones en las areas farmacéuticas y alimenticias cuando deba evitarse la
presencia de agua.

Se demostré ademas que la MC y grasas similares como los equivalentes de
MC, constituyen eficientes vehiculos para principios activos farmacéuticos de baja
solubilidad en agua. En este caso, la naturaleza apolar de los TG de la MC es
fundamental para la solubilizacién de las drogas (lo que se demostrd en relacion al
altrenogest), y dado que esos TG solidifican en un estrecho margen de temperatura
permite obtener dispersiones homogéneas cuando el principio activo no es muy
soluble (como fue el caso del MBZ). El polimero ademas permitié la cobertura
sencilla de las formulaciones obtenidas, como una forma de proteccion mecanica y

térmica.
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En forma resumida, la matriz chocolate sirvi6 como iniciadora para diferentes
aspectos de este estudio que consideramos relacionados entre si, lo que se muestra
en la Figura 64.

Control de Investigacién
calidad béasica

Matriz
CHOCOLATE Innovacién de

procesos

Alimento
funcional

Aplicaciones
biotecnolégicas

Figura 64. Relacién de los conceptos desarrollados en este estudio.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

La solubilizacién de la EC en aceites y su estudio en un amplio rango de
concentraciones abrié diferentes posibilidades de aplicacion de este polimero, todas
relacionadas con su hidrofobicidad.

Es relevante la obtencidn técnicamente simple de las emulsiones no acuosas
(ENA) y su elevada estabilidad, donde se destaca el amplio rango de modificacién
de su fase dispersa polar (el PG) sin que se observaran inversiones de fase. Esto es
muy significativo considerando que se evaluaron fracciones de volumen de hasta un
50 % de PG. Estos sistemas dispersos estables pueden usarse para el transporte de
farmacos donde es indispensable evitar el agua, y para el disefio de estructuras para
la reduccién del contenido de grasa y agua en alimentos.

Esto ultimo ha comenzado a evaluarse en nuestro grupo, a través de la
formulacion de un alimento untable a base de manteca. La obtencién de mantecas
de bajo contenido graso ha sido bastante estudiada, pero siempre a expensas del
aumento en el contenido de agua (127-131). Las ENA estabilizadas con EC sirven
para reducir la humedad, y genera aplicaciones relacionadas con los untables
(“spreads”) aptos para freir. Adicionalmente, la estructuracién de la materia grasa
con EC, otorga al producto una caracteristica extra muy buscada y pocas veces
lograda, como es el mantenimiento de la forma en una manteca durante mayor
tiempo una vez retirada de la heladera. Los resultados obtenidos estdn siendo
redactados para su publicacién (Figura 65).

Figura 65. Manteca reducida en contenido acuoso y graso. (a) Luego de 10 min del desmolde. (b)
Ensayo de resistencia al corte en texturdmetro (caracterizacion reolégica y textural).
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La obtencion de oleogeles posibilita un campo de aplicacion no explorado en
nuestro medio, usandolos como generadores de aceites estructurados que puedan
reemplazar grasas solidas obtenidas a través de tratamientos térmicos generadores
de grasas trans. Este camino hacia la obtencion de alimentos mas saludables aun
necesita mucho desarrollo. Hemos avanzado en el manejo térmico necesario para la
preparacion de estos geles, obteniendo materiales muy rigidos, altamente limpidos y
homogéneos (Figura 31). Parte de los resultados obtenidos en la caracterizacion
textural de los mismos forma parte de este estudio.

Derivado de las soluciones de EC usadas en la cobertura de las
formulaciones farmacéuticas, surgié el estudio de la capacidad de la EC para formar
peliculas de elevada adherencia y sumamente uniformes (Figura 66). La sencillez de
su obtencidn a partir de la evaporacion de un solvente organico donde previamente
se ha disuelto la EC, las hace manipulables respecto de su espesor y flexibilidad,
caracteristicas que afectan su permeabilidad y estamos estudiando en nuestro

laboratorio.

Figura 66. Pelicula de EC-100 tefida con azul brillante. (a) Pelicula adherida al recipiente donde fue
obtenida. (b) Pelicula retirada del molde anterior. Pueden observarse su transparencia y flexibilidad.

En nuestra experiencia, su aspecto mas importante es su alta hidrofobicidad,
mostrada en la cobertura uniforme de nuestras tabletas frente a otros polimeros de

naturaleza mas hidrofilica (Figura 67).
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Figura 67. Tableta de formulado sélido (CBE) para Altrenogest con cobertura de EC (a) y cobertura de
alginato gelificado (b). Nétese la diferencia en la uniformidad de la textura en las coberturas. En (b), la
hidrofobicidad de la superficie del CBE produce la retraccion de la pelicula de alginato a tal punto que
se produce la separacion del polimero y la rotura de la cobertura (flecha).

El uso del chocolate, MC o CBE como vehiculos para principios activos
farmacéuticos de baja solubilidad en agua, presenta gran potencialidad. Son
necesarios estudios complementarios in vitro, asi como también la caracterizacién
de la farmacodinamica relativa a la eficiencia terapéutica y biodisponibilidad in vivo.
En este sentido estamos trabajando en conjunto con otro grupo de investigacion, y al
momento de la finalizacion de este manuscrito, se estan llevando adelante pruebas
de campo en cerdos, evaluando la eficiencia de la vehiculizacidon sdélida de
altrenogest desarrollada en este estudio.
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Anexo B: algunos modelos de concas usadas en la industria.

Concas redondas
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