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RESUMEN.

Utilizando mezclas de 30% de mantequilla de cacao (MC) y 60% de grasa butirica
anhidra (GBA) en aceite de canola o soya se evalu6 el comportamiento del contenido
de grasa sélida (SFC) y la microestructura de la red de cristales de triacilgliceridos
(TAGs) y su efecto sobre las propiedades reologicas de moédulo elastico (G') y punto
de cedencia (c*) y la capacidad de retencidn de aceite (OBC). Lo anterior a
diferentes temperaturas de cristalizacion isotérmica (T,) (9.5" a 13.0°C para 30%
MC: Aceite de canola; 10.0° a 13.5°C para 30% MC: Aceite de soya; 19.0° a 24.0°C
para ambas mezclas de 60% GBA). Mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC) se obtuvieron los termogramas de cristalizacion y fusion para cada uno de los
sistemas evaluados a las diferentes T,. De los termogramas de cristalizacién para
todas las mezclas en estudio se observo la presencia de dos exotermas de
cristalizacion que fueron asociadas a las formas polimorficas o y B’
respectivamente. De los termogramas de fusion se calcularon las temperaturas de
fusion (T,,") correspondientes a los cristales ' a cada una de las T,, para determinar
con estas la temperatura de fusién en el equilibrio (T,,”) correspondiente para cada
una de las mezclas. A su vez el valor de T, se empled para calcular el
superenfriamiento efectivo aplicado a cada T,. La mezcla de 30%MC:Aceite de soya
presentd un mayor valor de T,,” que la mezcla de 30%MC:Aceite de canola, debido
a una menor afinidad estructural entre los TAGs de la MC y los TAGs del aceite de
soya. Por lo tanto, la mezcla de 30%MC: Aceite de soya tuvo los mayores valores
de superenfriamiento efectivo. Para ambas mezclas de 60% GBA los valores
obtenidos de T,,” fueron estadisticamente iguales (p < 0.10). Independientemente de
la mezcla evaluada el valor de SFC se vi6 afectado por el superenfriamiento efectivo.
Los mayores valores de SFC se obtuvieron a las mayores condiciones de
superenfriamiento. En el comportamiento de G'y ¢* en las mezclas de 30% MC en
funcion de SFC se observaron dos regiones. La primera region estuvo asociada con
las menores condiciones de superenfriamiento, en ella los valores de G' y c*
decrecieron conforme incrementé SFC vy la estructura de la red tridimensional de
cristales de TAGs estuvo constituida por una mezcla de pequefios cristales 'y
grandes cristales . Enla segundaregion G'y o*incrementaron conforme incrementé
SFC y la red se conformo unicamente por pequefios cristales ', fue en esta region
donde se tuvieron las mayores condiciones de superenfriamiento. Para las dos
mezclas de 60% GBA los valores de G' y ¢* incrementaron conforme se incremento
SFC, asi a las mayores condiciones de superenfriamiento la red de cristales de
TAGs estuvo constituida por una mezcla de pequenos cristales 'y 3, mientras que
a las menores condiciones de superenfriamiento Unicamente se observd la
formacion de pequenios cristales B'. Independientemente del tipo de mezcla, el valor
de OBC incrementé conforme SFC aumentd y los menores valores de OBC se
presentaron a las mayores condiciones de superenfriamiento.

Palabras clave: Mantequilla de cacao, grasa butirica anhidra, cristalizacién,
superenfriamiento, propiedades reoldgicas y polimorfismo.



ABSTRACT.

The behavior of the solid fat content (SFC) and the crystal network structure of
triacylglycerides (TAGs) was evaluated in blends of cocoa butter (CB) or anhydrous
milk fat (AMF) with canola or soybean oil. The blends of CB in the vegetable oil were
in a 30 to 70 ratio (wt/vol), while the AMF blends were in a 60 to 40 ratio (wt/vol). In
the same way, the relationships of SFC and the microstructure of the crystal network
with the elastic modulus (G'), yield stress ( ), and the oil binding capacity (OBC) of
the crystalized blends was established. The crystallization temperatures (T,)
investigated were within 9.5° to 13.0°C for the 30%CB:Canola oil blend, 10.0° to
13.5°C for the 30%CB:Soybean oil blend and 19.0° to 24.0°C for the AMF blends.
The crystallization and melting thermograms of the blends were obtained by
differential scanning calorimetry (DSC). The crystallization thermograms showed two
exotherms associated to o and B' polymorphs of crystallized TAGs from CB and
AMF. The melting thermograms were used to calculate the melting temperature (T,,")
of B' crystals. This variable was further used to determine the equilibrium melting
temperature (T,,”) for each blend. The T,,” values were used to calculate the effective
supercooling as function of T.,. Thus, the effective supercooling was higher in the
30%CB:Soybean oil blend than in the 30%CB:Canola oil blend. In contrast, both
60%AMF blends achieved the same effective supercooling (P < 0.10). Independent
of the blend the effective supercooling affected the SFC profile, achieving the
highest values at the highest supercooling conditions. Regarding the behavior of G'
and o~ for the CB blends two regions as a function of the SFC were clearly
observed. In the first region G' and &* decreased and SFC increased, and the
microstructure of the crystallized TAGs was constituted by a mixture of small f'
crystals and large p crystals. In the second region the microstructure was formed
just by small B' crystals. In this region, both the G' and &* values increased as SFC
also increased. Regarding the AMF blends, G' and &* increased in a direct
relationship with SFC. At the highest effective supercooling blends crystallized as a
mixture of small B' and B crystals, while at the lowest effective supercooling the
crystal network was formed mainly by ' crystals. The OBC increased as SFC
increased, this independent of the blend evaluated. In general, the lowest OBC
values were obtained under the highest supercooling conditions.

Key words: Cocoa butter, anhydrous milk fat, crystallization, supercooling,
rheological properties, polymorphism.
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1. INTRODUCCION.

Los lipidos son importantes componentes de los alimentos y tienen una amplia
aplicacion dentro del area de los mismos. Los lipidos tienen la caracteristica de
conferir propiedades nutricionales, organolépticas y estructurales a los productos en
los que se encuentran presentes. El efecto de los lipidos sobre la calidad y
estabilidad de un alimento esta principalmente relacionado al contenido, distribucion
en la matriz del producto, composicion quimica, a sus cambios fisicos durante el
procesamientoy a las interacciones con otros componentes (Kolakowska y Sikorski,
2003).

Los lipidos empleados en la industria de la confiteria y la panificacién estan
compuestos por grasas plasticas. Las caracteristicas fisicas, tales como la
untabilidad, la suavidad y la consistencia de las grasas plasticas dependen de los
siguientes factores: (1) la cantidad de cristales de triacilglicéridos (TAGs) presentes
a una temperatura determinada (contenido de sélidos), (2) el punto de fusion de los
cristales de TAGs formados y (3) la forma polimérfica de los cristales de TAGs. Una
grasa puede ser visualizada como una masa de cristales de TAGs unidos entre si
(fase sdlida) en la cual se encuentra dispersa la fase liquida. La plasticidad de una
grasa depende de la proporcion apropiada entre la fase sélida y la liquida (o’Brien,
1998). Es esencial tener un balance entre la fase sdlida y liquida, ya que la fase
soélida se deforma bajo la aplicacion de una fuerza mientras que la liquida fluira. La
relacion entre ambos comportamientos determinara las propiedades viscoelasticas
de la grasay por lo tanto su textura.

En la practica el porcentaje de solidos en las grasas plasticas varia entre el 10 y 30%.
Sin embargo, en la elaboracién de grasas plasticas se emplea la mezcla directa de
aceites parcialmente hidrogenados que contienen una gran cantidad de isémeros
trans de acidos oleico y linoleico, con el subsecuente impacto sobre la salud de los
consumidores. En general la tendencia mundial demuestra una preocupacién y toma
de conciencia por parte de los consumidores, los productores y los profesionales de
la salud a disminuir el consumo de acidos grasos trans. Los acidos grasos trans
favorecen el aumento de los principales factores de riesgos vinculados con

enfermedades cardiovascualares. Por esta razon se justifica la preocupacion en buscar



formas alternas en la preparacién de grasas plasticas sin la utilizacion de aceites con
acidos grasos trans (Leén-Camacho, 2003). Una de estas alternativas es la utilizacion
de mezcla de la grasas de alta temperatura de fusion (mantequilla de cacao) o sus
fracciones (grasa butirica) con aceites nativos de alto grado de insaturacion. Sin
embargo, existe informacioén limitada sobre el proceso de cristalizacidon en este tipo de
sistemas, ya que la mayoria de las investigaciones realizadas en esta area involucra el

uso de aceites parcialmente hidrogenados con acidos grasos trans.

El desarrollo de una fase sélida en un liquido, requiere de la presencia de una fuerza
termodindmica que impulse a la organizacion de las moléculas (TAGs) en estructuras
solidas, venciendo las fuerzas que se oponen al establecimiento de una interfase sélida
en una matriz liquida (aceite vegetal). Esta fuerza termodinamica conocida como
superenfriameinto se establece a través de una disminucién en la temperatura a la cual
la menor estructura de agregados moleculares (nucleos inestables) estan en equilibrios
con las moléculas en la fase liquida (Toro-Vazquez et al. 2001). Por otro lado, en el
estudio de la cinética de cristalizacion en aceites vegetales se han aplicado varios
modelos, entre los que se encuentra el modelo de Avrami (Avrami, 1940). Este modelo
ha sido ampliamente utilizado para la determinacion de los parametros cinéticos de
cristalizacion de los TAGs, donde el exponente de la ecuacion de Avrami (n), es un
parametro asociado con el mecanismo de crecimiento del cristal y z, una constante de
velocidad global de cristalizacion, que involucra tanto la nucleacion como el crecimiento
del cristal (Toro et al., 2002a).

Por otro lado, al encontrarse un aceite o mezcla de aceites en condiciones de
superenfriamiento, los TAGs eventualmente desarrollaran una red tridimensional de
cristales de TAGs esto es, una matriz de soélido formada por cristales de TAGs en la cual
se encuentra dispersa la fase de aceite como un continuo (Narine y Marangoni, 1999,
Walstra et al., 2001). Las propiedades mecanicas del sistema cristalizado dependen de
esta red, particularmente las reolégicas, que son las responsables de proporcionar la
firmeza, la consistencia o propiedades de tipo sélido (viscoelasticidad) al sistema y
subsecuentemente su textura (Marangoniy Rousseau, 1999; Narine y Marangoni, 1999).
Este es el caso particular de sistemas alimenticios como la mantequilla, margarina,

chocolate, coberturas, cremas vegetales untables y helados.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1. Lipidos
Los lipidos son biomoléculas organicas formadas principalmente por carbono e
hidrégeno y generalmente también por oxigeno en un porcentaje muy bajo. Ademas
pueden contener fosforo, nitrégeno y azufre. Los lipidos son un grupo heterogéneo
de compuestos organicos que se clasifican juntos tomando como base sus
propiedades comunes de solubilidad, siendo insolubles en agua, pero solubles en

disolventes organicos aproticos no polares (BeMiller, 1991).

La forma mas comun de clasificar a los lipidos es en simples, complejos o derivados.
Los lipidos simples son ésteres de acidos grasos y dentro de este grupo se
encuentran a las grasas, los aceites y las ceras. Los lipidos simples son
relativamente neutros en funcidén a su carga. En contraste, los lipidos complejos
poseen un mayor grado de carga y son el resultado de la conjugacién de lipidos
simples con moléculas no lipidicas como son los fosfolipidos, glucolipidos y las
lipoproteinas. Finalmente los lipidos derivados agrupan a sustancias que son, al
igual que la mayoria de los lipidos, insolubles en agua pero sin embargo no son
lipidos simples ni complejos. Dentro de este grupo se encuentran por ejemplo los

esteroides, los carotenoides y las vitaminas liposolubles (Nawar, 1996).

En base a la clasificacion de los lipidos los simples son los mas abundantes en la
naturalezay son las grasas ylos aceites los principales representantes de este grupo
(Dibildox-Alvarado y Toro-Vazquez, 1997). Las grasas y los aceites tienen como
principales constituyentes a los triacilglicéridos (TAGs) los cuales representan entre
el 94-98% de su composicion (Kalokawska y Sikorki, 2003). La distincion entre un
aceite y una grasa es en base a su estado fisico a temperatura ambiente, los aceites
son liquidos mientras que las grasas son solidas. También se puede hacer una
diferenciacion en funcién a su origen, normalmente los aceites provienen de una
fuente vegetal o de animales marinos, mientras que las grasas se encuentran en

tejidos animales (Weiss, 1983).



2.1.1. Triacilglicéridos.

Los TAGs son el resultado de la esterificacion de una molécula de glicerol con tres
moléculas de acidos grasos como se muestra en la Figura 1 (Larson, 1994). Si los
tres acidos grasos son iguales se denominan TAGs simples y sial menos uno de los
acidos grasos es diferente se trata de TAGs mixtos (Nawar, 1996), Los acidos
grasos que esterifican a la molécula de glicerol se unen a los atomos de carbono

numerados como sn-1, sn-2 y sn-3 iniciando de arriba hacia abajo (Figura 1).

Los acidos grasos son moléculas formadas por una larga cadena hidrocarbonada de
tipo lineal con un numero par de atomos de carbono y su grupo funcional, un grupo
carboxilo (-COOH), se encuentra en un extremo de la cadena. Los acidos grasos se
clasifican en saturados e insaturados. Los acidos grasos saturados solo tienen
enlaces simples entre los atomos de carbono mientras que los acidos grasos
insaturados tienen uno o varios enlaces dobles en su cadena y sus moléculas
presentan dobleces, con cambios en el angulo de enlace en los lugares dénde se
encuentra un doble enlace (German y Simoneau, 1998). Los acidos grasos
insaturados son clasificados en funcion del numero de enlaces dobles presentes en
la molécula como mono, di y polinsaturados. A su vez dependiendo de la posicion
de los dobles enlaces los acidos grasos pueden ser conjugados si los enlaces dobles
son adyacentes, 0 no conjugados si los enlaces dobles estan separados por un
grupo metileno. Los enlaces dobles también presentan isomerias cis y trans. El
isbmero cis tiene los atomos de carbono de hidrogeno del mismo lado del carbono

y el trans los tiene en lados opuestos (Weiss, 1983).

El conocimiento de la distribucién de los acidos grasos en la estructura de los TAGs
esimportante, ya que este influye en las propiedades fisicas y quimicas que presentan
las grasas y los aceites. Asi, las grasas se encuentran en estado solido a temperatura
ambiente ya que los TAGs que las constituyen presentan un alto contenido de acidos
grasos saturados. En contra parte los aceites son liquidos porque estos tienen TAGs

con una mayor cantidad de &acidos grasos mono o poliinsaturados. Por lo
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tanto las propiedades fisicas de las grasas y los aceites se ven afectadas por
la longitud de cadena, el numero y posicion de los enlaces dobles, la
configuracién cis/trans de los acidos grasos presentes en los TAGs asi como
también de su distribucion dentro de la molécula (Dibildox-Alvarado y Toro-Vazquez,
1997).

2.1.2. Acidos grasos trans (AGT).

En la alimentacién se incorporan tres tipos de acidos grasos: saturados,
monoinsaturados y polinosaturados. A éstos debemos agregar un cuarto grupo que
ha centrado la atencion de investigadores y que han demostrado poseer efecto
sobre problemas relacionados con enfermedades cardiovasculares y el metabolismo
celular, que son los isdbmeros frans de los acidos grasos (AGT). En términos
generales los acidos grasos saturados dietarios producen un aumento de las
lipoproteinas séricas de baja densidad (LDL) y un decremento de las lipoproteinas
de alta densidad (LHL), lo que conlleva a un incremento del nivel de colesterol en la
sangre, en tanto que aquellos con uno o mas dobles enlaces (configuracion cis),
ejercen el efecto opuesto. Respecto de los isomeros trans de los acidos grasos, a
pesar de ser insaturados, tienen efecto similar a la de los acidos grasos saturados
(Katan, et al., 1995; Stender y Dyerberg, 2004; Hunter, 2005).

En la industria de la panificacion y la confiteria se requiere de grasas que confieran
caracteristicas especiales a los productos como la palatabilidad, la untabilidad y la
textura. Es por eso que la industria utiliza tecnologia especializada para alterar la
composicion de los acidos grasos en aceites vegetales con el fin de modificar sus
propiedades de cambio de fase asi como su estabilidad ante la oxidacion y asi poder
obtener grasas plasticas. Sin embargo, al modificar los acidos grasos contenidos en
los TAGs naturales durante los procesos de extraccién y purificacion de los mismos,
como un efecto secundario al proceso, se producen transformaciones indeseables
que alteran las propiedades bioldgicas y quimicas de dichos TAGs. Una de las mas

importantes alteraciones es la transformacion de los acidos grasos cis a trans,



fendbmeno que también ocurre durante el proceso térmico de la elaboracion de los
alimentos ( Grandgirard et al., 1984; Moore, 2003).

La sensibilidad de los aceites vegetales ante el tratamiento térmico varia
notablemente con la composicion en acidos grasos de los mismos. Por ejemplo en
el aceite de girasol (86% insaturados) el calentamiento a 240° C (temperatura de
freido) durante 2 horas, produce 5% de isbmeros frans, mientras que en el aceite de
palma (50 % insaturados), el mismo tratamiento produce 0.3 % de estos isémeros
(Grandgirard et al., 1984). El proceso quimico de hidrogenacion es la principal forma
de modificar las propiedades de cambio de fase de aceites vegetales y puede ser
total o parcial, teniendo como objetivo la obtencidn de grasas sélidas, las cuales son
la base de la fabricacion de margarinas y shortenings (grasas emulsionables).
Durante la hidrogenacién parcial se producen aproximadamente 40% de isomeros
trans (Grandgirard et al., 1984; Eller et al., 2005).

Como ya se mencion6 desde el punto de vista nutricional y de salud los acidos
grasos saturados y los trans favorecen el aumento de los principales factores de
riesgos vinculados con enfermedades cardiovasculares. Por tanto se tiene la
necesidad de disminuir el consumo de productos que contengan grasas vegetales
parcialmente hidrogenadas como una de las medidas para disminuir la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, uno de los mayores problemas de salud en los
préximos afios (Parcerisa et al., 1999; Stender y Dyerberg, 2004; Hunter, 2005).
Adicionalmente, las tendencias actuales de los consumidores son las de adquirir
productos naturales con un minimo procesamiento quimico (Moore, 2003; Hunter,
2005). Es por eso que debido al impacto que tienen los AGT sobre la salud,
instituciones de los Estados Unidos de Norteamérica, como la Food and Drug
Administration (FDA) han establecido regulaciones para que todos los productos
alimenticios indiquen en las etiquetas el contenido de AGT presentes en sus
productos (Eller et al., 2005).

Los productores de aceites vegetales a nivel mundial buscan el desarrollo de nuevas

alternativas que les permitan obtener aceites vegetales y derivados de estos libres



de AGT y que ofrezcan la funcionalidad requerida para los productos alimenticios en
los que se vayan a utilizar. La interestificacion quimica o enzimatica es una de las
alternativas usadas para la modificacion de las propiedades funcionales de los
aceites vegetales, desafortunadamente su uso se ve limitado debido al alto costo
que este proceso implica (Moore, 2003). Dentro de este contexto, la cristalizacion de
TAGs de mezclas de una fraccion de TAGs de alta temperatura de fusion (ej. grasa
butirica y manteca de cacao) con un aceite vegetal poliinsaturado, representa una

alternativa viable (Toro-Vazquez et al., 2000).
2.2. Transiciones de fase de los TAGs.

Las propiedades funcionales tales como la palatabilidad, untabilidad y textura
asociadas al uso de aceites y grasas, en productos como chocolate, mantequilla y
margarinas, depende de la capacidad de los TAGs para desarrollar una fase solida,
de su perfil de cristalizacion-fusién, su estado polimérfico y de la organizacion fractal
que presente la red tridimensional de cristales. Aunado a esto, las condiciones de
procesamiento como el tiempo y la temperatura juegan un papel significativo en la
cristalizacion de los TAGs, ya que de ellos depende la cinética de las
transformaciones polimérficas y el perfil de cristalizacién-fusion (Toro-Vazquez et
al., 2002a).

Considerando que los aceites y las grasas son mezclas de diferentes familias de
TAGs, estos no tienen propiedades fisicas especificas. Especialmente no presentan
una transicién de fase definida como la fusion o cristalizacion, sino que muestran
perfiles de temperatura para la fusién y la cristalizacién (Dibildox-Alvarado y

Toro-Vazquez, 1997).

Una transicion de fase se define como el cambio del estado fisico de un material a
otro diferente por efecto de la temperatura, la presion, la polaridad del solvente o una

combinacion de estos efectos (Roos, 1995b; Atkins, 1986).

El cambio en la energia libre de Gibbs ( AG) o el potencial quimico (u) en funcion de

una variable de estado como la temperatura, se utiliza para fundamentar la



clasificacion de las transiciones de fase. Sobre la base de la discontinuidad
observada en el orden de la derivada de p o AG que ocurre en las funciones de
estado a la temperatura de transicién en particular, las transiciones de fase se
dividen en transiciones de primer orden, segundo orden y de orden superior
(Ehrenfest, 1933).

En el equilibrio, la p de dos fases es igual ( Ap = 0). Sin embargo, un cambio en p
0 en AG el cual ocurre a la temperatura de transicion, produce una alteracion en el
equilibrio del sistema en el sentido del estado fisico que posea el menor valor de
o de AG, resultando en una minimizacion de la energia libre de Gibbs (AG < 0).
Sobre esta base y de acuerdo a la clasificacion de las transiciones de fase propuesta
por Ehrenfest (1933), las transiciones de primer orden se caracterizan por presentar
una discontinuidad en el comportamiento de pu o de AG al aplicar la primera derivada
en funcion de la temperatura y cambios en las variables termodinamicas como son
la entalpia (AH), la entropia (AS) y el volumen (AV), ademas la capacidad calorifica
(Cp) de cada fase es diferente, pero no se vuelven infinitas a la temperatura de
transicion de fase. Las transiciones de segundo orden son aquellas en las cuales la
segunda derivada de pu o AG presentan una discontinuidad a la temperatura de
transicion y las variables termodinamicas de H, S y V de las dos fases son iguales
en la temperatura de la transicion, es decir AH, AS y AV tienen un valor de cero, por
lo tanto una transicién de segundo orden no tiene calor latente asociado al cambio
de fase, pero hay una discontinuidad en el valor de la capacidad calorifica (Cp)
(Figura 2) (Roos, 1995b).

Por otro lado en términos macroscépicos podemos decir que una transicion de
primer orden se diferencia de una de segundo orden porque en la primera se
presenta un cambio del estado fisico de agregacion del material, por ejemplo, un
cambio de sdlido a liquido. En contraste, en la transicion de segundo orden se
presentan cambios de fase representados principalmente por un cambio del estado
amorfo tipo vitreo a un estado amorfo tipo plastico, sin llegar a producirse un cambio

del estado (ej., fusidn o cristalizacién) del material. Una transicién de segundo orden
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incluye también los cambios polimorficos de las formas cristalinas caracteristicos de
los TAGs.

2.2.1. Cristalizacion de TAGs

La cristalizacion de TAGs es el resultado de un ordenamiento mediante el cual las
moléculas de TAGs se asocian a través de enlaces fisicos desarrollandose una fase

sélida en la matriz liquida (Boistelle, 1988).
En general, en el proceso de cristalizacion se involucran tres eventos diferentes:

* Nucleacion
« Crecimiento del cristal
« Maduracion o perfeccionamiento del cristal.

Estos eventos se dan simultaneamente a diferentes velocidades, lo que dificulta
determinar las cinéticas para cada una de las etapas (Herrera y Hartel, 2000;

Toro-Vazquez et al., 2001).

En la cristalizacion de grasas y aceites se ha propuesto que las moléculas de TAGs
en el estado liquido se asocian en una forma lamelar (Figura 3), formando una
especie de agregados conocidos como lamelas (Hartel, 2001). Los TAGs en estado
liquido se encuentran en movimiento cadtico. Por arriba de la temperatura de fusion
las moléculas se agregan y se disocian de manera dinamica en lamelas, las cuales
crecen cada vez mas grandes conforme se presenta el descenso de la temperatura
o con el tiempo a temperaturas por abajo del punto de fusién, hasta la formacion de
un nucleo estable. Un nucleo es el agregado molecular mas pequefio que puede
existir en un medio liquido a una temperatura y concentracion especifica (Larson,
1994).

2.2.1.1. Superenfriamiento.
En el desarrollo de una fase solida a partir de una fase liquida, debe existir una

fuerza termodinamica que impulse a la organizacién de las moléculas (TAGs) en
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Figura 3. Representacion esquematica del arreglo lamelar de los TAGs en el
estado liquido en funcion de la temperatura y el tiempo (Tomada de
Hartel, 2001).
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estructuras solidas, venciendo la barrera de energia libre que se opone a la
formacioén de una nueva fase (Boistelle, 1988; Hartel, 2001; Toro-Vazquez et al.,
2001).

La fuerza impulsora esta dada por el superenfriamiento o por la supersaturacién. El
término de superenfriamiento se emplea cuando la cristalizacion se origina a partir
de un fundido de un solo componente (TAG puro), o en la mayoria de los casos, de
dos o0 mas componentes (aceite vegetal), con el objetivo de obtener ya sea la
solidificacion de un sistema puro, o mas frecuentemente, la purificacion de un
sistema multicomponente (cristales mezclados). La supersaturaciéon se emplea
cuando la cristalizacion de una sustancia en particular (una familia de TAGS) se da
a partir de una solucion (aceite vegetal en hexano) y el objetivo es la separacion de

un compuesto puro (Toro-Vazquez et al., 2001).

Para la cristalizacion de TAGs la fuerza termodinamica impulsora comunmente
utilizada es el superenfriamiento. El superenfriamiento relativo (AT) es definido como
AT=T-T, donde T,,' es la temperatura de fusidon del compuesto que cristaliza. En
el caso de aceites y grasas es la temperatura de fusién del componente de mas alta
temperatura de fusiony T es la temperatura de cristalizacion isotérmica del sistema
(Toro-Vazquez et al., 2001). Sin embargo, en sistemas complejos como los TAGs
se ha observado que el valor de AT calculado de manera experimental depende de
las condiciones experimentales en las cuales se lleve a cabo la cristalizacion. Asi,
el superenfriamiento calculado con cualquier T,,' es un parametro relativo que nos
impide realizar el analisis comparativo de la cinética de cristalizacidén de sistemas de
diferente composicion y evaluar el efecto de la temperatura de cristalizacion. El
efecto de estos fendmenos pueden ser eliminados si se realiza el calculo de la
temperatura de fusion de equilibrio (T,,’), que a su vez sirve para el célculo del

superenfriamiento efectivo (T,,’- T,).

El superenfriamiento efectivo (T- T,,") es la diferencia entre la temperatura de fusion
en el equilibrio, T,,’, y la temperatura isotérmica de cristalizacion, T. El valor de T,,’

es la temperatura donde la mas pequefia agregacién de moléculas (nucleos de
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TAGs inestables) estan en equilibrio con las moléculas en la fase liquida (TAGs en
la "organizacién liquida" lamelar en el aceite vegetal) (Figura 4). T, se utiliza
particularmente en la cristalizacion de polimeros en donde se ha establecido una
metodologia practica para su determinacion; esta metodologia ha sido aplicada a
sistemas de aceites por Toro-Vazquez et al., (2000). El superenfriamiento efectivo
a su vez es requerido en la determinacién de los parametros que establecen la

cinética de cristalizacion (energia critica de cristalizacion).

De acuerdo con lo anterior, durante el proceso de cristalizacién, las agregaciones
pequefias de moléculas que no cuenten con el arreglo tridimensional requerido para
desarrollar un nucleo estable de cristal, fundiran por abajo de T,,". A temperaturas
muy por debajo de T,,” el sistema tendera a alcanzar el equilibrio termodinamico a

través de la nucleacion y crecimiento del nucleo (Toro-Vazquez et al., 2001).
2.2.1.2. Nucleacion.

La nucleacion es la formacidon de agregados moleculares resultado de la adicion de
monomeros (TAGs) los cuales deben alcanzar un tamafio critico para llegar a ser

termodinamicamente estables (Boistelle, 1988; Herrera et al., 1998).

La nucleacion puede darse de forma instantanea, silos nucleos aparecen todos casi
al mismo tiempo o de forma esporadica que es cuando el numero de nucleos va

incrementando en forma lineal en funcién del tiempo (Wrigth et al., 2000).

La nucleacion se divide en primaria y secundaria. La nucleacion primaria a su vez
se subdivide en homogéneay heterogénea. La nucleacion homogénea se da a partir
de una solucion o fundido de TAGs puros y la fase sélida se desarrolla en ausencia
de particulas extrafas. Este tipo de nucleacién raramente ocurre en situaciones
practicas (Toro-Vazquez et al., 2001). La nucleacién heterogénea es aquella en
donde los nucleos son formados sobre sustratos que pueden ser impurezas o
sustancias extrafias o sustancias propias de la naturaleza de la fase madre pero

agregadas de otras fuentes que actian como centros de nucleaciéon
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Figura 4. Arreglos estructurales de los TAGs previos al proceso de nucleacion

(Tomado de Toro-Vazquez, J.F., diagrama no publicado).
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(Hartel 2001). En este tipo de nucleacién interviene un parametro adicional que es
el angulo de contacto entre las moléculas que cristalizan y la superficie del sustrato
sobre el que cristalizan (Boistelle 1988). La presencia de sustratos promueve que la
nucleacion se origine a niveles mucho mas bajos de superenfriamiento (es decir
temperaturas de cristalizacion mas elevadas) que los que se requieren para la

nucleacion homogénea (Hartel 2001).

En la nucleacion secundaria, ademas de los parametros involucrados en la
nucleacion primaria (temperatura y sustratos de cristalizacion), se tiene la aplicacion
de una fuerza externa como la agitacion que incrementa la velocidad de
cristalizacidén pues facilita el contacto entre las moléculas de la fase liquida y los
nucleos. Igualmente, los cristales formados sufren un rompimiento generando
nuevos cristales que sirven a manera de nuevos puntos de nucleacién. Lo anterior
da lugar a la formacion de nucleos bajo condiciones donde normalmente no se
formarian (Boistelle, 1988; Toro-Vazquez et al., 2001). El resultado final es una
mayor velocidad de nucleacion y crecimiento de cristal que bajo las condiciones de

cristalizacién primaria.

La nucleacion homogénea es uno de los procesos mas raros de obtener en sistemas
reales y se da unicamente en sistemas como acidos grasos y TAGs muy puros. A
nivel industrial debido a la presencia de sustancias extrafias se promueven la
nucleacién heterogénea, ademas existen fenomenos de rompimiento de cristales

que inducen a la nucleacion secundaria (Hartel, 2001).

Es importante cuantificar y evaluar la velocidad de nucleacion bajo diferentes
condiciones para poder tener un control sobre la cristalizacion de los alimentos.
Conforme la fuerza impulsora (superenfriamento) incremente, la velocidad de
nucleacion incrementa también hasta llegar a un valor maximo en donde, si se
sobrepasa este valor de fuerza impulsora la velocidad de nucleacién tiende a un
valor de cero a causa de que existe una restriccion de la difusion molecular debida
a un incremento significativo de la viscosidad del sistema (Hartel, 1992). Sin

embargo la velocidad de nucleacion no solo es controlada por la viscosidad de la
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fase liquida. El balance entre el efecto del superenfriamiento y la velocidad de
enfriamiento sobre la organizacion molecular de nucleos y el de la disminucion de
la difusién molecular asociado al incremento de la viscosidad determina en gran
medida, el tiempo de induccion a la nucleacion y la velocidad de nucleacion
(Toro-Vazquez et al., 2001).

2.2.1.3. Crecimiento del cristal.

Una vez que los nucleos se han formado y su tamafo excede el tamafio critico,
inicia el proceso de crecimiento del cristal (Boistelle, 1998). El crecimiento del cristal
se desarrolla mientras las moléculas tengan suficiente movilidad para llegar hasta
la interfase del cristal y orientarse en la red molecular del cristal. Cuando el
superenfriamiento aplicado es bajo, la velocidad de crecimiento del cristal es lenta,
esto permite la incorporacion de la molécula en sitios termodinamicamente mas
favorables. En el caso de un superenfriamiento elevado el crecimiento de cristal es
rapido y las moléculas se integran de manera mas desordenada a la red cristalina,
produciendo un cristal menos organizado y termodinamicamente menos estable
(Hartel, 2001). Es importante notar que durante el crecimiento del cristal, cuando las
moléculas se integran a la estructura cristalina se libera el calor latente asociado al
cambio de fase. Este calor es removido del sistema por conduccion y convecciéon a
través de la fase liquida. En el caso de una cristalizacién desarrollada sobre una
superficie, la transferencia de calor es principalmente a través del mismo cristal en
crecimiento. En general, el crecimiento de los cristales de TAGs se ve afectado por
el superenfriamiento del sistema, la movilidad de las moléculas y la liberacion del

calor latente en la cristalizacion.

Como ya se menciond anteriormente, un superenfriamiento elevado resulta en
velocidades de crecimiento mayores, este llega a un valor maximo que al ser
sobrepasado produce un drastico incremento en la viscosidad del sistema lo que da
como resultado una limitada movilidad molecular, provocando asi un decremento en

la velocidad de crecimiento del cristal (Hartel, 2001).
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Mas alla de los eventos de nucleacion y crecimiento, en sistemas lipidicos a base de
TAGs, estos procesos van encaminados a la formacidén de pequefios cristales a
partir de un fundido, los cuales se asocian en particulas de mayor tamafio que a su
vez se agregan en estructuras de mayor dimension hasta formar una red
tridimensional (Hartel, 2001). Esta red tridimensional es, en gran medida,
responsable de las propiedades reoldgicas y texturales del sistema cristalizado. Las
propiedades macroscopicas de la red de cristales de grasa son afectadas por la
composicion quimica de la grasa, la proporcion soélido-liquido y el polimorfismo de
los cristales (Awad et al., 2004).

2.2.2. Polimorfismo.

Los TAGs se caracterizan por su complejo comportamiento estructural debido al
polimorfismo que presentan (Kalnin et al., 2004). El polimorfismo se define como la
capacidad de un compuesto quimico para formar diferentes estructuras cristalinas
o mesofases (Sato y Garti, 1998). El polimorfismo implica la existencia de diferentes
estructuras sélidas cristalinas para el mismo TAGs y esta asociado con diferentes
arreglos de empaquetamiento molecular tridimensional de los TAGs. Para cristales
de TAGs puros los estados polimoérficos son, en orden ascendente de estabilidad
térmica, o, B’y B (Figura5) (Larson, 1994). Algunos factores que determinan la forma
polimodrfica que se originara en un sistema son la pureza de los componentes, la

temperatura, la velocidad de enfriamiento y la presencia de nucleos de cristal.

Los sistemas cristalizados tienden a perfeccionarse hacia la estructura
termodinamicamente mas estable a través de las transformaciones polimorficas.
Esta transformacion es de tipo monotropica, ya que inicialmente se forma la
estructura polimorfica menos estable (o) hasta alcanzar la mas estable () pasando

a través del forma intermedia (') (Sato y Euno, 2001)

Los diferentes arreglos moleculares pueden ser observados a través del estudio con
difraccion de rayos X, mediante la cual se determinan los empaquetamientos de las

cadenas de los acidos grasos, que mide la distancia que existe entre las
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Figura 5. a) Distribucion espacial de la cadena acilo en el empaquetamiento de
los TAGs. b) Empaquetamiento de los acidos grasos en las diferentes
formas polimérficas (Hex = Hexagonal, O .=Ortorrémbico; T /=Triclinico).
c) Representacion esquematica del empaquetamiento en capas de
TAGs. (Tomada de Kalnin et al., 2004)
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especies moleculares, asi como el empaquetamiento en capas de moléculas de
TAGs. EI empaquetamiento de los TAGs en forma de capas puede ser de doble o
triple cadena. En el empaquetamiento de cadena doble los acidos grasos de
moléculas adyacentes se superponen y la longitud del empaquetamiento equivale
a dos residuos de acidos grasos (Smith, 2001; Kalnin et al., 2004). Este tipo de
empaquetamiento se presenta en TAGs trisaturados, de cadena larga y alto punto
de fusion (Figura 5c). El empaquetamiento triple consiste en que las moléculas de
TAGs se posicionan una encima de otra dando lugar a que la longitud del
empaquetamiento seaigual atres residuos de acidos grasos. Este empaquetamiento
se asocia a TAGs que tienen en su molécula al menos un acido graso de cadena
larga monoinsaturado o TAGs mixtos que contienen acidos grasos de cadena corta

y larga y que presentan un bajo punto de fusion (Figura 5c).

La forma de empaquetamiento de los cristales de TAGs se puede describir mediante
el concepto de celda unitaria (Larson 1994). Para definir el concepto de celda
unitaria hay que establecer que en el estado sélido las moléculas adquieren
posiciones rigidas que forman un patrén tridimensional ordenado y repetido. Dicha
estructura se denomina red espacial del cristal o lattice del cristal, en donde cada
celda unitaria tiene una molécula en cada una de sus esquinas y representa la
unidad mas pequefia de construccion del cristal. La repeticidn de la celda unitaria en
las dimensiones axiales a (ancho), b (altura) y ¢ (profundidad), constituye la red

espacial.

En la forma polimorfica a, las cadenas son empaquetadas en un arreglo hexagonal
con orientacion aleatoria, tiene una baja densidad, bajo punto de fusion y los
cristales son pequefios, finos y morfologia amorfa (Figura 5b). Para la forma
polimodrfica B' las cadenas se empaquetan en un arreglo ortorrombico, dando la
forma de una aguja larga y un patrén inexacto y presenta caracteristicas medias de
fusion y densidad del cristal en comparacion con la forma . Finalmente en la forma
polimorfica B, las cadenas toman un arreglo triclinico donde se presenta un cristal

grande en forma de plato y proporciona una textura arenosa en una grasa
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cristalizada y presenta una alta densidad del cristal al igual que un elevado punto de
fusion (Smith, 2001; Kalnin et al., 2004).

En general, eltamario, forma y temperatura de cambio de fase de liquido a sélido de
los cristales B', hacen que impartan buena untabilidad y plasticidad a las margarinas
y aderezos, ya que forman una red de cristales finos. Sin embargo, algunas grasas
sufren transformaciones del estado polimorfico ' al B durante su almacenamiento
lo cual es inducido por fluctuaciones en la temperatura, dando como resultado
productos con consistencia dura y textura arenosa, ya que los cristales  son mas
grandes que los B' y tienen temperatura de fusion mas elevada (deMan y deMan,
1995).

En grasas homogéneas que contienen TAGs similares estructuralmente las formas
polimorficas inestables rapidamente se transforman en la forma § mas estable. De
forma contraria las grasas que contienen una gran diversidad de TAGs diferentes,
no pueden empaquetarse tan estrechamente, impidiendo la transformacién rapida
hacia otras formas polimérficas mas estables, permaneciendo indefinidamente en

cristales pequefos y de baja temperatura de fusion (O'Brien, 1998).

2.2.3. Comportamiento de fase de sistemas binarios en TAGs.

Sistemas reales como los aceites y grasas naturales son sistemas multicomponentes
que contienen diferentes clases de acidos grasos que por ende dan origen a
diferentes familias de TAGs (Takeuchi et al., 2002). EI comportamiento de fase de
mezclas de TAGs junto con el polimorfismo, tamano y morfologia del cristal asicomo
la formacion de la red tridimensional de los cristales de los TAGs, son los principales
factores que determinan las propiedades microscopicas de sistemas alimenticios
cristalizados. Entre estas propiedades se encuentran la apariencia visual, textura y
reologia (Marangoniy Lencki, 1998). Adicionalmente alos factores mencionados, las
propiedades macroscoépicas de las grasas y los aceites se relacionan también al
resultado de las interacciones moleculares entre los TAGs que conforman el sistema
y que determinan, en gran medida, el superenfriamiento y al comportamiento de fase

de los TAGs en el sistema.

21



Sin embargo, el estudio de sistemas multicomponentes es ademas complejo. El
analisis de las propiedades fisicoquimicas generalmente debe de partir del estudio
y conocimiento de las moléculas de TAGs individuales y posteriormente del estudio
de mezclas mas complejas de TAGs. Es por eso que recientemente se ha puesto un
gran interés en el estudio de sistemas binarios de TAGs que puedan llevar a

esclarecer y comprender mas facilmente el comportamiento de sistemas reales.

Existen diferentes tipos de comportamientos de fase. Los principales tipos son

monotéctico, eutéctico y peritéctico (Humphrey y Narine, 2005).

a) Un sistema monotéctico es aquel en el cual los componentes tienen puntos de
fusion, volumenes moleculares yforma polimérfica similar. Un ejemplo de un sistema
binario monotéctico es el formado por 1-palmitoil,2-oliol,3-estearoil-sn-glicerol (POS)

y 1,3-estearoil, 2-olioil-sn-glicerol (SOS).

b) Un sistema eutéctico es el mas comun en sistemas binarios de TAGs y se
caracteriza por que los componentes presentan diferencias en su volumen molecular
y forma polimérfica pero no tienen una variacion drastica en sus puntos de fusién.
Ejemplo de este comportamiento es el sistema formado por tripalmitoil-sn-glicerol
(PPP) y triestearoil-sn-glicerol (SSS)

c) Un sistema peritéctico es aquel en el cual al llegar al punto de fusion los
competentes del sistema no se funden y se toma lugar otra estructura sélida de los
componentes. Este tipo de comportamiento se presenta en sistemas binarios en
donde al menos uno de los TAGs presenta dos acidos grasos insaturados en su

molécula.

Esimportante conocery establecer las propiedades fisicas de las fases de mezclas
binarias de TAGs, ya que su comportamiento esta mas relacionado con el
comportamiento de sistemas multicomponentes (ej., grasas y aceites) durante el

proceso de cristalizacion.
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2.3. Cinética de cristalizacion.
2.3.1. Modelo de Avrami.

El modelo de Avrami (Avrami, 1940) representa la aproximacion mas general para
cuantificar la cinética de transformacién de fase isotérmicay describir el proceso de
cristalizacién, tomando en consideracion la etapa de nucleacion y el mecanismos de
crecimiento del cristal. Aunque originalmente este modelo fue desarrollado para
describir la cinética de transiciones de fase liquido-sdélido para cuerpos cristalinos
perfectos tales como los metales y polimeros, se ha empleado para describir la
cristalizacion de TAGs en sistemas simples y complejos (Dibildox-Alvarado vy
Toro-Vazquez, 1997; Herrera et al., 1998; Metin y Hartel, 1998).

El modelo establece que en un sistema dado bajo condiciones isotérmicas a
temperatura inferiora T,,”, el grado de cristalinidad o cristalizacién fraccional (F) esta
dado como una funcién del tiempo (t) mediante la ecuacion [1]:

1-F = exp(-zt") [1]

donde n es el indice de reaccion de la cristalizacién o exponente de Avramiy z es
la constante de velocidad de cristalizacion que depende principalmente de la
magnitud de n, la velocidad de nucleacién y de la velocidad de crecimiento lineal de

la esférula (Toro-Vazquez et al., 2001).

De acuerdo con esta ecuacion, el clasico comportamiento sigmoidal de Avrami a
partir de una grafica de F contra el tiempo de cristalizacién se observa también en
la cristalizacion de TAGs en aceites vegetales. Este comportamiento de la
cristalizacién consiste de un periodo de induccion para la cristalizacion, seguido por
un incremento en el valor de F asociado a una aceleraciéon en la velocidad de
produccién de volumen o masa de cristales, y finalmente, una etapa de cristalizacién

metaestable en la que no hay variacion de F (Toro-Vazquez et al., 2001).

En el modelo de Avrami, F es una cristalinidad reducida ya que asocia la cristalinidad

en instantdnea con la cristalinidad total alcanzada bajo las condiciones
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experimentales. F generalmente es calculada como F=(X-X,)/(X -X,), donde X, es
la concentracion del sdlido (TAGs en la fase solida) en el tiempo cero, X, es la
concentracién de sélidos en el tiempo t y X es la concentracion maxima de sélido

obtenida en el proceso de cristalizacion (Toro-Vazquez et al., 2001).

En la cristalizacion de aceites vegetales F se ha determinado experimentalmente por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) calculando los valores a partir de la curva

correspondiente a la exoterma de cristalizaciéon como F= AH/ AH,,,,, donde AH, es

total?
el area bajo la curva de la exoterma desde t=i hasta t=t, y AH, ., es el area total bajo
la curva (Toro-Vazquez et al., 2000). También pueden obtenerse los valores de F en
funcion del contenido de grasa solida (SFC) determinado mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) como F = SFC/SFC

grasa solida a un tiempo determinado y SFC

donde SFC, es el contenido de

max?

es el contenido de grasa sdlida total

max?

alcanzado por el proceso de cristalizacion (Wright et al., 2000).

En base a la teoria en la que se fundamenta el modelo de Avrami, los parametros
de Avrami dan informacion de la naturaleza del proceso de cristalizacion (Marangoni,
2005). El valor de n es una constante relacionada con la dimensionalidad de la
transformacion ya que es una funcion del numero de dimensiones en las que toma
lugar el crecimiento, reflejando ademas los detalles del mecanismo de nucleacion
y crecimiento. En un proceso de cristalizacibn homogénea, n=4 indica un
mecanismo de crecimiento de cristal poliédrico (crecimiento tridimensional), un valor
de n=3 un mecanismo de crecimiento de cristal en forma de plato (crecimiento
bidimensional) y n=2 un crecimiento de cristal cilindrico (crecimiento
unidimensional). Aunque en términos estrictos el modelo de Avrami debe
proporcionar valores enteros de n, usualmente se originan valores fraccionados
incluso cuando se tiene un buen ajuste de los datos al modelo. Estas desviaciones
de obtener valores fraccionarios para n, se han asociado al desarrollo simultaneo de
dos o mas tipos de cristales o cristales similares que provengan de diferentes tipos
de nucleos (esporadicos o instantaneos) (Metin y Hartel, 1998; Toro-Vazquez et al.,
2001)
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Respecto al valor de z, constante de velocidad de cristalizacion, depende de la
magnitud de n y es funcion de la velocidad de nucleacion y de la velocidad de
crecimiento lineal del cristal de la esferulita asi como también es influenciada por la
temperatura de cristalizacion y obedece a una dependencia de la temperatura tipo
Arrhenius. Esto se cumple siempre y cuando se den las condiciones asumidas por
el modelo las cuales son (Toro-Vazquez et al., 2001):

° Velocidad radial de crecimiento constante

° Densidad y forma de crecimiento del nucleo constantes

° No debe existir nucleacion secundaria

° No debe de haber cambio de volumen durante la cristalizacion

El crecimiento del cristal debe ser libre

Es importante indicar que el modelo de Avrami no provee informacién respecto al

tamano o estado polimorfico de los cristales.

Los valores de ny ztambién se pueden calcular empleando una regresion lineal de
la ecuacion de Avrami en su formato lineal (ecuacion 2) empleando comunmente
valores de F entre 0.25 y 0.75 (Toro-Vazquez et al., 2001).

Ln -Ln(1-F) = Ln(z) + n [Ln(t)] [2]

En la cristalizacion de grasas y aceites se ha encontrado que las graficas del modelo
de Avrami en su formato lineal no presentan una sola pendiente asociada con el
valor de n, sino que presentan dos regiones con pendientes diferentes, siendo
generalmente mayor el valor de n para la primera regidn con respecto al de la
segunda region (Toro-Vazquez et al., 2001). En estudios realizados con mezclas de
estearina de palma en aceite de ajonjoli se concluyé que la primera region de la
grafica de Avrami esta principalmente asociada con el proceso de nucleacion,
mientras que la segunda regién involucra el proceso de crecimiento de los cristales
(Toro-Vazquez et al., 2002b).
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2.4. Mantequilla de cacao.

La mantequilla de cacao es un ingrediente importante en la elaboraciéon del
chocolate y productos de confiteria, teniendo una influencia significativa sobre las
propiedades organolépticas y fisicas como la dureza, textura, punto de fusion, brillo
color, olor y sabor (Smith, 2001). En la elaboracién del chocolate la mantequilla de
cacao generalmente actua como una fase continua en la que se encuentran
homogéneamente dispersos los ingredientes no grasos. La mantequilla de cacao
esta compuesta principalmente por TAGs y componentes minoritarios en los que se
encuentran di- y mono-acilglicéridos, acidos grasos libres, fosfolipidos y otros lipidos
complejos. En la mantequilla de cacao se observa que contiene cantidades casi
iguales de acidos grasos palmitico (P), estearico (S) y oleico (O) (Cuadro 1). Las
posiciones sn-1 y sn-3 generalmente son ocupadas por acidos saturados como el
palmitico y el estearico, mientras que la posicion sn-2 es ocupada por acidos grasos

insaturados principalmente acido oleico.

El principal grupo de TAGs presentes en la mantequilla de cacao son del tipo
Saturado-Oleico-Saturado. De acuerdo al estudio realizado por Shukla (1995) y van
Malssen et al. (1996) este grupo de TAGs representa es 70-88% de los TAGs
presentes. Los principales TAGs que constituyen este grupo son POP, SOS y POS.
Otros dos grupos de TAGs se encuentran en la mantequilla de cacao en cantidades
apreciables, estos grupos son los monosaturados dioleoilgliceroles
(Saturado-Oleico-Oleico) y el disaturado-2-linoleoil glicerol
(Saturado-Linoleico-Saturado). Estos TAGs tienen menor punto de fusion que los
Saturado-Oleico-Saturadoy contribuyen a la fase liquida de la mantequilla de cacao
(Smith, 2001).

La mantequilla de cacao exhibe diferentes formas polimorficas, para las que se han
desarrollado diferentes nomenclaturas que se muestran en el Cuadro 2. Segun el
estudio realizado por Wille y Lutton (1966) existen seis tipos de polimorfos a los que

designaron los numeros romanos de | al VI. Esta nomenclatura es comun en la
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Cuadro 1. Composicion (%) de acidos grasos y triacilglicéridos de mantequilla de cacao (Tomada de Smith, 2001).

Acidos Shukla van Malssen ef al. TAGs Chaiseri y Dimick van Malssen et al.
grasos (1995) (1996) (1989) (1996)
14:0 (M) 0.1 0.0-0.2 PLP 0.7-1.2 0.6-1.5
16:0 (P) 23.7-255 20.0 - 23.8 POO 0.9-43 2.7-81
16:1 (Po) 0.3 0.1-04 PLS 28-39 1.6-3.5
0.70833 0.2-0.3 0.0-0.4 POP 17.5-22.6 11.0-15.4
18:0 (S) 329-374 19.4 - 34.1 SO0 28-73 3.6-10.9
18:1 (O) 33.2-374 19.4-34.7 SLS 1.7-3.7 1.0-2.3
18:2 (L) 26-4.0 22-3.7 POS 358-414 29.9-37.8
18:3 (Ln) 0.2 0.1-0.3 SOS 22.8 - 31.1 20.2-274
20:0 (A) 0.8-1.1 SOA 04-0.8 1.1-1.9
POA 09-13
SOL 04-24
Otros 54-8.1
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M, Miristico; P, Palmitico; Po, Palmitoleico; S, Estearico; O, Oleico; L, Linoleico; Ln, Linolénico; A, Araquidico;.



Cuadro 2. Nomenclatura de las formas polimorficas de la mantequilla de cacao (Tomada de Smith, 2001)

van Malssen

Wille y Lutton Larson Hernqvist Davis y Dimick Empaquetamiento
etal.
(1996) (1966) (1988) (1986) de los TAGs
(1999)
| ; Sub-a Y v Doble
B
Doble
I o a “ o
, B’ , Doble
i Mezcla B> P
' B’ Doble
lV B,»] B 1 Bl1
Triple
v Bz B B_V BZ
B—cl Triple
\ —S
B, P B,
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industria chocolatera, mientras que en la elaboracidon de margarinas y grasas
untables se opta por utilizar la nomenclatura propuesta por Larson (1966) (Cuadro
2). Empleando la nomenclatura de Larson (1966) las formas a, vy y B’, no son de
interés en la industria del chocolate por ser inestables y sufrir una rapida
transformacion a una forma polimorfica mas estable. La forma 3, es el estado
polimorfico apropiado en el chocolate pues imparte las caracteristicas de brillo
superficial, dureza, palatabilidad y fusion en el producto. Estas caracteristicas se
deben a la gran estabilidad y su temperatura de fusién por debajo de la temperatura
de la boca. El desarrollo de la forma 3, que es la mas estable, ocasiona el deterioro
del chocolate ya que este estado polimorfico produce una sensacion cerosa en el

paladar debido a su mayor temperatura de fusién.
2.5. Grasa butirica.

La grasa butirica es un producto natural que se obtiene de la leche. Es el resultado
de remover el contenido de agua y otros constituyentes de la leche y es el principal
constituyente de la mantequilla, tiene excelentes propiedades organolépticas, las
cuales la hacen un ingrediente importante en la industria de la panificacion y la
confiteria (van Aken et al., 1999). La grasa butirica puede ser mezclada con otros
aceites y grasas. Se emplea en mezclas con mantequilla de cacao pues sirve como
agente de sabor y textura. Ademas ayuda a reducir costos al reemplazar una porcion
de la mantequilla de cacao, lo que la hace un ingrediente muy deseable en la

elaboracion del chocolate.

La grasa butirica al igual que el resto de las grasas naturales esta constituida
aproximadamente por 96-98% de TAGs y el resto son componentes minoritarios
entre los que se encuentran mono- y di-acilgliceridos, acidos grasos libres,
fosfolipidos, esteroles y otros lipidos polares. La grasa butirica contiene mas de 200
especies diferentes de TAGs conformados por acidos grasos que van desde 2 hasta
24 atomos de carbono. Los principales acidos grasos presentes en la grasa butirica

y su composicion se muestran en el Cuadro 3. La grasa butirica contiene altos
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y Kaylegian, 2001).

Cuadro 3. Composicion (%) de acidos grasos de la grasa butirica (Tomada de Hartel

Acido graso Composicion
C4:0 3.3
C6:0 1.6
C8:0 1.3
C10:0 3
C12:0 3.1
C14:0 9.5
C16:0 26.3
C16:1 2.3
C18:0 14.6
C18:1 29.8
C18:2 2.4
C18:3 0.8
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niveles de acido palmitico y oleico, pero lo que la hace unica es su contenido de

acidos grasos de cadena corta y muy particularmente la presencia de acido butirico.

Los acidos de cadena corta juegan un papel muy importante en el sabor y olor
caracteristico que tiene la grasa butirica, pero también impactan sobre la
cristalizacion de la grasa ya que influyen en el arreglo de los TAGs en el lattice del
cristal. La forma en la cual los TAGs interactuan esta determinada no solo por el
contenido de los acidos grasos que conforman la molécula, sino también por la
posicion que ocupa en la molécula del glicerol. Debido a la complejidad de la
composicion de acidos grasos de la grasa butirica es dificil el llevar acabo un analisis
de las posiciones de los acidos grasos dentro de las moléculas de los TAGs. Sin
embargo, Christie (1995) realizé un trabajo en el cual desglosé la probabilidad de
encontrar un acido graso determinado en un sitio especifico dentro de la molécula
del TAG (Cuadro 4). La distribucioén de los acidos grasos en la molécula del glicerol
no es aleatoria, sino que es una funcion de aspectos bioquimicos y fisioldgicos del
animal que produce la leche (Hartel y Kaylegian, 2001). Es de particular importancia
observar que los acidos de cadena corta ocupan de forma preferencial la posicion
sn-3, la posicidén sn-2 generalmente es ocupada por los acidos miristico y palmitico.
Es claro que, a diferencia de la mantequilla de cacao, debido a la gran diversidad de
familias de TAGs que constituyen la grasa no hay ningun TAG simple que domine

la composicion quimica de esta.

Por lo anterior y para poder simplificar el entendimiento del comportamiento de la
grasa butirica esta es dividida en tres fracciones diferentes definidas en funcién de
su intervalo de temperatura de fusién. Estas son: fraccidén de alto punto de fusion
(HMF), fraccidon de punto de fusion intermedio (MMF) y fraccidén de bajo punto de
fusion (LMF), las caracteristicas de cada una de estas fracciones se muestran en el
Cuadro 5 (Hartel y Kaylegian, 2001).

En experimentos realizados por ten Grotenhuis et al.,(1999) bajo condiciones
isotérmicas de cristalizacion se encontro que los TAGs de la grasa butirica cristalizan

en tres formas polimoérficas diferentes que son y, a y B' (Figura 6), de estos
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Cuadro 4. Arreglo posicional de los acidos grasos en la molecula del TAG (Tomada
de Hartel y Kaylegian, 2001).

Acido graso sn-1 sn-2 sn-3
C4:0 - - 354
C6:0 - 0.9 12.9
C8:0 1.4 0.7 3.6
C10:0 1.9 3 6.2
C12:0 4.9 6.2 0.6
C14:0 9.7 17.5 6.4
C16:0 34 32.3 54
C18:0 10.3 9.5 1.2
C18:1 30 18.9 23.1
C18:2 1.7 35 2.3
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Cuadro 5. Caracteristica de las fracciones que constituyen la grasa butirica (Tomada de Timms, 1980).

Punto de fusion

Fraccion Composicién %
(C)
HMF Acidos grasos saturados de cadena larga 5 >50
Dos acidos grasos saturados de cadena larga y
MMF un acido saturado de cadena corta o un acido 25 35-40

insaturado

Un acido graso de cadena larga y dos acidos de

LMF 70 <15
cadena corta o dos acidos insaturados

HMF = Fraccién de alto punto de fusién; MMF = Fraccién de punto de fusion intermedio; LMF = Fraccion de bajo punto de
fusion.
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Figura 6. Esquema de las transiciones polimérficas que se presentan en la grasa

butirica (Tomada de ten Grotenhius et al., 1999).
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polimorfos y es la menos estable y B' la mas estable. El polimorfo  que es la forma
mas estable y que se observa en muchos TAGs puros, en este estudio no se
observo. Sin embargo Hartel y Kaylegian, 2001 reporta la presencia del polimorfo 3
bajo ciertas condiciones asociado principalmente a la fraccidén de alto punto de fusion

0 en grasa butirica que ha sido almacenada por largo tiempo.
2.7. Formacion de la red tridimensional de cristales de TAGS.

La formacion de una red tridimensional se lleva a cabo en varios eventos. Primero
se forman los nucleos de cristal de manera que los TAGs presentes en el sistema
cristalizan a partir del fundido en un estado polimérfico en particular, posteriormente
se agregan en microestructuras mayores mediante un proceso limitado de
transferencia de calor y masa que continua hasta que se forma una red
tridimensional continua por medio de la coleccion de varias microestructuras (Figura
7) (Narine y Marangoni, 1999; Walstra et al., 2001). Cada uno de estos pasos se dan
de manera simultanea en el tiempo a diferente velocidad. En esta red tridimensional
de solidos existe atrapada una fase liquida la cual proporciona plasticidad y suavidad
al sistema impactando en la funcionalidad del sistema cristalizado. Por tanto, resulta
de gran importancia la cuantificacién de la microestructura a fin de poder relacionarle

con cambios funcionales que esta origina (Walstra et al., 2001).

A nivel microestructural, la red de solidos es un s6lido amorfo, mientras que a nivel
intramicroestructural es de naturaleza fractal, de modo que la formacién de la red de
cristales de TAGs es matematicamente muy similar a una agregacion coloidal. Las
propiedades reoldgicas macroscopicas de la red estan influenciadas por todos los
niveles de estructura definidos durante la formacion de la red, pero particularmente

por el nivel microestructural (Narine y Marangoni, 1999).
2.7.1. Reologia

La ciencia que estudia el flujo y la deformacion de los materiales se conoce como
reologia (Steffe, 1992). En la naturaleza existen cuerpos solidos ideales conocidos

como solidos Hookeanos, que se deforman elasticamente, es decir la energia
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Figura 7. Etapas de la formacién de la red tridimensional de los cristales de grasa
(Tomada de Walstra et al., 2001).
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aplicada para deformarlos se recupera totalmente cuando se deja de aplica el
esfuerzo. Por otra parte se tienen los fluidos ideales o Newtonianos que se deforman
irreversiblemente, es decir, que fluyen al aplicarles una fuerza y la energia requerida
para la deformaciéon se disipa en el fluido en forma de calor y no se recupera al
retirar el esfuerzo. La mayoria de las sustancias que presentan particulas
suspendidas, presentan un comportamiento reolégico intermedio entre un liquido
Newtoniano y un solido Hookeano y se denominan materiales visco-elasticos
(Schramm, 1994). Una grasa es un material plastico en el que los cristales de grasa
forman una red tridimensional continua la cual imparte propiedades mecanicas al
sistema y dentro de esa red se retiene a la fase liquida continua. Estos sistemas
tienen propiedades de tipo sdlido y liquido por lo que son sustancias visco-elasticas.
Las grasas plasticas presentan una apariencia solida que puede hacerse fluir o

deformarse dependiendo de la magnitud de la fuerza aplicada (Walstra et al., 2001).

El modelo del fluido viscoelastico, describe el comportamiento de una mezcla
dinamicamente asimétrica, compuesta por componentes rapidos y lentos, que
exhiben un comportamiento reoldgico complejo. Esta asimetria dinamica puede ser
inducida tanto por grandes diferencias en el tamafno como por diferencias en la
temperatura de transicién entre los componentes de la mezcla. La asimetria
dinamica inducida por grandes diferencias en el tamafio se presenta en los llamados
"fluidos complejos" (tales como soluciones de polimeros, soluciones micelares,
suspensiones coloidales, emulsiones y soluciones de proteinas), mientras que la
asimetria dinamica inducida por diferencias en la temperatura de transicion pueden

presentarse en cualquier mezcla (Tanaka, 2000).

Narine y Marangoni (1999) destacan que las propiedades fisicas y quimicas de un
sistema de TAGs cristalizado estan ligadas a su microestructura, formada por una
red de cristales que determina las propiedades macroscopicas de la grasa,
particularmente, las propiedades reoldgicas. La dependencia de las propiedades
viscoelasticas sobre la estructura de polimeros se ha sefalado para el caso de
materiales amorfos y cristalinos, pero no para los estados intermedios, o sea,

durante la cristalizacion, en la que la estructura es compleja y hay un enlace bifasico
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entre las fases cristalina y amorfa. En estas condiciones resulta de gran interés el
tratar de correlacionar la estructura con las propiedades viscoelasticas, ya que la
reologia puede convertirse en una herramienta complementaria para el estudio de

la cinética de cristalizacion.

Las propiedades mecanicas de la grasa, entre las que se encuentra la consistencia,
dependen de la geometria de la red y de las fuerzas de interaccion entre los cristales
de lagrasa (Herreray Hartel, 2000). Para comprender el fendmeno fisico involucrado
y obtener la relacion entre la morfologia, fraccidén cristalizada, y propiedades
viscoelasticas, se ha estudiado el comportamiento viscoelastico a deformaciones
pequeinas relacionandolo con los datos calorimétricos y con la morfologia. Es
necesario que las deformaciones aplicadas sean pequefas para evitar la
deformacion de la estructura y en la cinética de cristalizacion, por corte o cizalla

(Marangoni y Rousseau, 1996).

Las mediciones con deformacién pequena se desarrollan generalmente utilizando
reometria dinamica oscilatoria con esfuerzo controlado o con deformacion
controlada, obteniendo parametros tales como modulo de pérdida (G") o de
almacenamiento (G'), con los cuales puede obtenerse informacién acerca de la
estructura de la red de cristales de grasa (Marangoni y Rousseau, 1996). G' mide la
respuesta elastica y G" mide la disipacion viscosa. En estas pruebas dinamicas, el
material se somete a un movimiento que varia arménicamente con el tiempo, en el
que se aplican deformaciones (o esfuerzos) "bajos" para no exceder el intervalo de
viscoelasticidad lineal que imposibilite la recuperacion completa. Deformaciones
grandes, generalmente conducen a un rompimiento estructural irreversible de la red

(Marangoni y Rousseau, 1998).

Siguiendo el proceso de cristalizacion mediante un analisis viscoelastico dinamico,
se ha encontrado que la evolucion del médulo de almacenamiento (G') no solamente
permite evaluar la cinética de cristalizacion, sino que también permite determinar las
caracteristicas de nucleacion y crecimiento (Boutahar et al., 1998), de ahi que las

mediciones reoldgicas durante la cristalizacion de los TAGs permitan diferenciar las
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etapas de nucleacion y crecimiento del cristal dentro de las mediciones del tiempo
de induccidn. Esta diferenciacion no puede lograrse mediante calorimetria diferencial
de barrido (Herrera y Hartel. 2000).

Desde una perspectiva de la ingenieria el punto de cedencia (c*) es otro parametro
extremadamente util en la caracterizacion del comportamiento reoldgico de soélidos
suaves tales como alimentos, hidrogeles, pinturas, etc. El punto de cendencia (c*)
de un solido plastico usualmente es definido como el punto en el cual, cuando el
esfuerzo aplicado sobre el sdélido se incrementa, el sélido deformado comienza a
mostrar un comportamiento como liquido, es decir que el sélido comienza a fluir. El
punto de cedencia (c*) es una propiedad importante en los sélidos plasticos, ya que
esta fuertemente correlacionada a la percepcion sensorial de la dureza y la
untabilidad, asi como también a la estabilidad del material (Marangoni y Rogers,
2003).
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3. OBJETIVOS.
3.1. Objetivo general.

Investigar la relaciones del contenido de grasa soélida (SFC) y de la microestructura
de los cristales de TAGs con las propiedades reolégicas de elasticidad (G') y punto
de cedencia (c*) y conla capacidad de retencion de aceite (OBC) en condiciones de

equilibrio para cada uno de los sistemas a evaluar.
3.2. Objetivos especificos.

. Evaluar el mecanismo de crecimiento y la velocidad de cristalizacion de los

cristales de TAGs mediante los parametros de la ecuacién de Avraminy z.

. Determinar los valores de los parametros reoldgicos (G'y ¢*) en condiciones

de equilibrio para cada sistema a evaluar.

. Determinar el contenido de grasa sdlida (SFC) para cada sistema y evaluar

el efecto de las condiciones de cristalizacion.

. Establecer la relacion entre SFC con los parametros reolégicos, G'y 6*y con

la OBC de los sistemas cristalizados.
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4. MATERIALES Y METODOS.
4.1. Materiales.

La mantequilla de cacao (MC) y la grasa butirica anhidra (GBA) utilizadas en esta
investigacion se obtuvieron de proveedores locales, Productos Pealpan S.A. de C.V.
y EFE S.A. de C.V., respectivamente. El aceite de soya se adqurio de la compafiia
de jabdn La Corona S.A. de C.V. (Estado de México, México) y el aceite de canola
fue proporcionado por Effem MéxicoInc. S.en N.C. de C. V. (El Marqués, Querétaro,
México). Los estandares y reactivos utilizados para cromatografia de liquidos fueron
de la companiia Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, E.U.A.)y Caledon Laboratories
Ltd. ( Georgetwon , Ontario, Canada).

4.1.1 Preparacion de las mezclas.

Cuatro barras de MC de 1 Kg cada una se fundieron a 80°C por 30 min con agitacion
constante. Manteniendo fundida la mantequilla de cacao se filtr6 empleando papel
Whatman No. 5 utilizando vacié y se envasoé en alicuotas de 250 mL en envases de
vidrio bajo atmdsfera inerte de nitrégeno, protegidos contra la luz a -20°C. La GBA
(20 Kg) fue sometida a este mismo procedimiento y almacenada en alicuotas de
500 mL bajo las mismas condiciones que la MC. El aceite de soya y el aceite de
canola se homogenizaron de forma independiente a temperatura ambiente y con
agitacion constante y se envasaron en alicuotas de 250 mL bajo atmdésfera inerte

de nitrégeno, protegidos de luz a 4°C.

Se prepararon mezclas en proporciones de 0 a 100% (% peso/volumen) de MC o
GBA con cada uno de los aceites vegetales. Para la elaboracién de las mezclas se
utilizé una alicuota de MC o GBA previamente fundida a 80°C por 30 minutos;
posteriormente en un matraz volumétrico de 100 mL se pesd la proporcion
correspondiente de MC o GBA y se aforo con aceite de canola o soya a 25°C. La
mezcla se mantuvo a 80°C por 30 minutos adicionales empleando un vortex para
homogeneizar perfectamente. La mezcla se almacend en viales color ambar bajo

atmosfera de nitrogeno a 4°C.
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4.2. Métodos.
4.2.1. Determinacioén del perfil de TAGs.

El perfil de TAG's de la MC, GBA, aceite de canola y aceite de soya se determindé en
un cromatografo de liquidos de alta resolucion Waters 1525 (Waters Millipore
Corporation, Milford, MA, E.U.A.) con bomba binaria y un detector de dispersion de
luz modelo DDL31 (Eurosep Instruments; Cedex , Francia). Se emplearon dos
columnas Nova-Pack C18 de 3.9 x 150 mm conectadas en serie a una pre-columna.
Los solventes empleados fueron acetonitrilo y diclorometano grado HPLC, los
cuales se filtraron previamente utilizando un sistema de vacié de membranas GH
polypro de 47 mm de diametro y 0.2 m de poro (Pall Corporation, Ann Arbor,
Michigan, E.U.A.). Las muestras y los estandares para identificacion de los TAG's
se prepararon al 0.1% (p/v) en una mezcla de diclorometano:acetonitrilo (40/60) y se
filtraron en un sistema de filtros acrodisc tipo GPH 13 mm x 0.2 m (Waters Millipore
Co., Milford, MA, EUA). Las muestras y estandares preparados se almacenaron en
viales ambar antes de su analisis. La elusién se realiz6 de acuerdo al método
propuesto por Reyes-Hernandez (2003). La integracién, identificacién vy
cuantificacion de los picos de elusién se realizaron con el software Breeze, v. 3.20
(Waters Millipore Co., Milford, MA, E.U.A.). La cuantificacion de los picos de elusion

se realizd en base al porcentaje de area total.
4.2.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).
4.2.2.1. Régimen dinamico.

El perfil de cristalizacion y fusion de los aceites de soya y canola, de la MC, la GBA
y de sus respectivas mezclas en diferentes proporciones fueron determinadas en
régimen dinamico (-50°C a 80°C) utilizando un calorimetro diferencial de barrido
DSC-7 (Perkin Elmer, Norwalk, CT, EUA) equipado con camara seca y sistema de
refrigeracion con Nitrégeno liquido. La linea base de referencias se elaboré de -50°
a 200°C con capsulas de aluminio vacias y selladas empleando una velocidad de

calentamiento de 10°C/min. Para la calibraciéon de la temperatura del equipo se
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emplearon dos estandares, Indio y n-hexatriacontano con temperaturas de inicio de
fusion de 156.6°C y 76.2°C, respectivamente. Una vez calibrada la temperatura del
equipo se calibré para el calor involucrado en el cambio de fase (AH) utilizando
como referencia la entalpia de fusién (AH) del estandar Indio (28.45 J/g). Se pesaron
aproximadamente 12 mg de muestra en capsulas de aluminio y se sellaron. Para
compensar la diferencia en el calor especifico entre la capsula de referencia vacia
y la de la muestra, se pesé aproximadamente el mismo peso de un material inerte
(aluminio) en la capsula de referencia. La muestra se coloco en el compartimento
correspondiente en el DSC y se calenté hasta 80°C durante 20 minutos para eliminar
cualquier tipo de estructura organizada de los TAG’s adquirida durante su
almacenamiento (“memoria térmica”). Posteriormente el sistema se enfrio hasta
-50°C a una velocidad de 10°C/min y se mantuvo a esta temperatura por 1 minuto.
Finalmente, el sistema se calenté a una velocidad de 5°C/min hasta alcanzar

nuevamente la temperatura de 80°C.

Con el software del equipo (Pyris "R) se determino, a partir de la exoterma de
cristalizacion la temperatura de inicio de la cristalizacion (T,) y de la endoterma de
fusion el valor de la temperatura final de la fusion (T;) (Figura 8). Estos valores se
emplearon para evaluar el comportamiento de cristalizacion y fusion de las mezclas

de MC y GBA en los aceites vegetales.
4.2.2.2. Régimen isotérmico.

Con base a los resultados obtenidos en 4.2.2.1. se establecieron las temperaturas
de cristalizacion (T,) para los estudios de calorimetria isotérmica de la mezcla de

30% de MC en los aceites vegetales y de 60% de GBA en los aceites vegetales.

Empleando el mismo procedimiento que para el estudio de DSC dinamico la muestra
se mantuvo, inicialmente, a 80°C durante 20 minutos. Posteriormente el sistema se
enfri6 a una velocidad de 1°C/min hasta alcanzar la T correspondiente. La
cristalizacién se determiné mediante la curva del calor en funcién del tiempo. El

punto final del proceso de cristalizacion se establecié como el momento en el que

43



- Exo
o
=
™
|
——— [

Endo

S50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tem pe ratura {"C)

Figura 8. Determinacion de la temperatura de inicio de cristalizacion (T,) y la

temperatura final de la fusion (T;) en el analisis térmico dinamico por DSC.
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el flujo del calor registrado alcanzé nuevamente la linea base (Figura 9A). A partirde
ese momento el sistema se mantuvo a la T, correspondiente por 30 minutos
adicionales, para posteriormente fundir la muestra a una velocidad de calentamiento
de 5°C/min.

Empleando el software del equipo se calculé de la exoterma de cristalizaciéon
correspondiente a la entalpia de cristalizacion (AH.,) mediante integracion del area
de la exoterma entre el tiempo de inicio de la cristalizacion (t) y el tiempo final de la
cristalizacioén (t;) (Figura 9A). De la endoterma de fusion se calculd la entalpia de
fusion (AH,,) como el area bajo la endoterma entre la temperatura de inicio (T;) de la
fusiony latemperaturafinal (T,). Igualmente, de la endoterma de fusién se calcularon

la temperatura maxima de la endoterma (T, ) Y la temperatura final de la fusién (T;)

max)
(Figura 9B). El valor de la temperatura maxima de la endoterma se empled para
calcular la temperatura de fusién en el equlibrio (T,,”) usando la metodologia descrita
por Hoffman y Weeks (1962) como lo describié previamente Toro-Vazquez et al.,

(2000).
4.2.3. Contenido de grasa sélida.

El contenido de grasa solida se determiné con un espectrdmetro de resonancia
magnética nuclear (RMN) Minispec Bruker modelo mq20 (Bruker Analytik;
Rheinstetten, Alemania). Previo a realizar las mediciones de las muestras el equipo
se calibré con estandares certificados para asegurar que los valores obtenidos del
contenido de grasa sélida fueran correctos. Para la calibracion se utilizaron tres
estandares de calibracion 0%, 30.4% y 73.8% (Bruker Analytik; Rheinstetten,

Alemania).

En este estudio las muestras se cristalizaron en un bafio de temperatura controlada
Brookfield TC-500. Una alicuota de muestra se fundié a 80°C durante 20 minutos y
se transfirieron 4 mL de la muestra a un tubo de muestra del equipo (10 mm x 20
cm). El tubo se colocé en el bafio de temperatura controlada manteniendolo por 10
minutos adicionales a 80°C. Posteriormente la muestra se enfrid hasta alcanzar la

temperatura de cristalizacion isotérmica (T,). La velocidad de enfriamiento promedio
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Figura 9. (a) Determinacion de la entalpia de cristalizacion (AH,,) y (b) entalpia
(AH,,), temperatura maxima ('T,,) y temperatura final ('T;) de fusion del

analisis isotérmico por DSC.
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del bario fue de 1°C/min aproximadamente. Una vez alcanzada la T, se inici6 la
medicion del contenido de grasa solida en intervalos de 5 minutos hasta alcanzar
una meseta en los valores del contenido grasa sélida en funcién del tiempo (Figura
10). Se continuaron realizando mediciones por 30 minutos adicionales y el valor
obtenido en este punto se considero el valor de grasa sélida maximo o de equilibrio
(SFC,,). Esta determinacion se realiz6 por duplicado.

4.2.4. Parametros de la cinética de cristalizacion.

La evaluacion de los parametros cinéticos de la cristalizacion isotérmica se realizé

empleando el modelo de Avrami (Avrami, 1940) definido con la ecuacion [1]:
1-F = exp(-zt") [1]

donde la fraccidn cristalizada F se calculé en funcion del tiempo de cristalizacion, t,
como F = SFC/SFC,,, donde SFC, es el contenido de grasa solida a un tiempo
determinado y SFC,,, es el contenido de grasa solida total alcanzado por el proceso
de cristalizacion. Los parametros de la ecuacion de Avrami n y z fueron estimados
mediante una estimacion no lineal empleando el software Statistic version 6.0
(StatSoft, Tulsa, OK, EUA). Los valores se obtuvieron realizando iteraciones hasta
lograr un valor maximo de convergencia empleando el método numérico de
Quasi-Newton.

4.2.5. Reologia de los sistemas evaluados.

4.2.5.1. Determinacion de la elasticidad (G') y el punto de

cedencia (c*).

Los valores de G'y ¢* se determinaron en un espectrémetro mecanico dinamico
modelo UDS 200 (Parr Physica; Stuttgart, Alemania) utilizando una geometria de
platos paralelos (50 mm en diametro y un "gap" de separacion de 1 mm) equipado
con un sistema Peltier localizado en la placa inferior de medicion para el control de
la temperatura. La mezcla fundida a 80°C se coloco en el plato inferior del equipo

(40°C) evitando la formacién de burbujas de aire. Posteriormente, el plato superior
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Figura 10. Curva tipica del contenido de grasa solida (%SFC) en funcién del tiempo

de cristalizacion a temperatura constante.
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se hizo descender mediante la aplicacién del software hasta alcanzar la superficie
de la muestra y mantener la separacion programada entre los platos o gap de 1 mm.
La muestra se calent6 hasta 80°C y se mantuvo 20 minutos luego se enfrié a una
velocidad de 1°C/min aplicando una deformacion constante de 1mrad hasta alcanzar
la T,. Ya que se alcanzo la T, el sistema se mantuvo bajo condiciones estaticas
hasta que cristalizé (el tiempo que se mantuvo la muestra a la T, fue el mismo que
se empled para alcanzar el valor de SFC,,). Una vez cristalizado el sistema se
realizé un barrido de deformacion (0.025%-5%). Se elaboraron las graficas de
logaritmo de G'y el esfuerzo cortante en funcién del logaritmo de la deformacion (%)
en la region viscolelastica lineal (RVL) para determinar el valor de la elasticidad en
el equilibrio (G',,) y punto de cedencia (c*), respectivamente. Cada determinacion se

realizé por duplicado.
4.2.6. Microscopia de luz polarizada.

Se utilizé un microscopio de luz polarizada Olympus BX51 (Olympus Optical, Co.,
Ltd., Tokio, Japdn) para evaluar la morfologia de los cristales bajo condiciones
isotérmicas de cristalizacion. EI microscopio cuenta con un sistema de exposicion de
video analogo KP-D50 Color (Hitachi Digital, Tokio, Japon) con magnificacion para
el objetivo y el ocular de 10X. Para cristalizar las muestras se utilizé una platina
Linkam TP94 con control de velocidad de calentamiento/enfriamiento (Linkam
Scientific Intruments Ltd., Surrey, Inglaterra) conectada a una bomba de nitrégeno
liquido LNP/2 (Linkam Scientific Intruments Ltd., Surrey, Inglaterra) provista de un
tanque de 2 L de nitrégeno liquido sin presurizar, conectados a un sistema de
calentamiento/enfriamiento Linkam LTS 350 (Linkam Scientific Intruments Ltd.,
Surrey, Inglaterra). El control de temperatura se realizd6 mediante el uso de una
interfase RS232 que se programé a través del sotware Linksys32 version 1.6.1

(Linkam Scientific Intruments Ltd., Surrey, Inglaterra).

Para tener un espesor de muestra uniforme a un portaobjetos 24 X 60 mm se le
pegaron encima dos cubreobjetos de 24 X 24 mm dejando una distancia de 22 mm

entre estos dos cubreobjetos. De esta forma se asegura que el espesor de la
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pelicula de la muestra sea de 0.16 mm. La muestra se fundié a 80°C se coloco en
el portaobjetos y se cubrié con un cubreobjetos de 24 X 24 mm. El portaobjetos con
la muestra se colocé en la platina y se cristalizd bajo las mismas condiciones
utilizadas en la determinacion del SFC,, a las diferentes T, empleadas para cada
sistema evaluado. Con el sistema de video analogo se tomaron fotos del periodo de

la cristalizacion isotérmica en intervalos de 300 s.
4.2.7. Capacidad de retencion de aceite en el sistema cristalizado.

La capacidad de retencion de aceite (OBC) se determind a las diferentes T,
utilizadas para cada uno de los sistemas evaluados como una funcion del tiempo de
cristalizacién, empleando la técnica descrita por Jahaniaval et al. (2002) con
modificaciones menores. Asi, se pesaron tubos Eppendorfde 1.5 mL y se afladieron
1.2 mL de muestra en cada tubo, se registré el peso total del tubo con la muestra 'y
por diferencia con el peso del tubo se obtuvo el peso de la muestra (P,,). Los tubos
con la muestra se colocaron en un bafo de temperatura controlada Brookfield
TC-500 y se cristalizaron bajo las mismas condiciones empleadas en la
determinacion del SFC,,. Cuando el bafio de temperatura controlada alcanzo la T,
correspondiente se tomaron dos tubos Eppendorf del bafioy se centrifugaron por 15
minutos a 25,000 x g a la T, correspondiente usando una centrifuga de temperatura
controlada (Nacional Labnet Co., Woodbridge, NJ). El sobrenadante obtenido,
considerado como el aceite libre del sistema (A|), se separé manteniendo invertidos
los tubos en un vaso de precipitado de 10 mL de peso conocido durante 5 minutos
en una camara de temperatura controladaa 10°C. Transcurrido el tiempo de drenado
se obtuvo el peso total del matraz y el aceite drenado, y por diferencia con el peso
del matraz solo se obtiene el peso del aceite libre (P, ). Se calcul6 la OBC en base

a la Ecuacion [9] .
OBC = [(Py-SFC,,)-P,)/ SFC,, [9]

donde SFC,, es el peso de fase sdlida presente en el sistema cristalizado
previamente determinado por resonancia magnética nuclear utilizando un Minispec

Brucker. El valor de OBC para cada una de las T, de cada sistema se obtuvo a
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intervalos de 15 minutos hasta completar el tiempo total de cristalizacion equivale al
tiempo utilizado para obtener el valor de SFC,,.

4.2.8. Analisis estadistico.

Se establecié un diseno factorial completamente al azar. Se evaluaron dos factores
que fueron la temperatura de cristalizacion isotérmica (T,) con cuatro niveles y el
solvente empleado (aceite vegetal) con dos niveles. Se realiz6 el analisis de
varianza y contrastes multiples utilizando el paquete estadistico STATISTICA v 6.0
(Statsoft, Tulsa, OK) para evaluar el efecto de los factores sobre los parametros

medidos (SFC,,, n, z, G'y, y ¢¥).

eq’
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Composicion quimica de la materia prima.

El perfil de TAGs determinados por cromatografia de liquidos de alta resolucién para
las materias primas utilizada en esta investigacion se presentan en los Cuadros 6 y
7. En el Cuadro 6 unicamente se muestra la composicion de TAGs para la GBA y el
Cuadro 7 muestra el perfil de TAGs correspondiente ala MC y los aceites de canola

y soya.

En el caso de la GBA determinar su composicién de TAGs representd una tarea dificil,
dada la diversidad de los acidos grasos (los cuales varian en longitud de cadena y en
grado de insaturacion) que constituyen a los TAGs. Aunado a esto se encuentra la
limitante de que enelmercado no existen muchos TAGs puros que puedan usarse como
estandares para poder determinar la composicion de TAGs en grasas tan complejas
como la GBA. Sin embargo, investigadores como Ruiz-Salas et al. (1996) han realizado
estudios enfocados a elucidar el mayor numero posible de TAGs presentes en la GB de
diferentes origenes. Estos investigadores lograron identificar alrededor de 111 TAGs
diferentes en GB de vaca. Determinar esta composiciéon de TAGs les fue posible usando
como estandares todos los TAGs puros disponibles en el mercado en combinacién con
un método de estimacidon basado en el calculo delniumero de carbonos equivalentes. En
el analisis de HPLC realizado en el presente estudio para la GBA, desafortunadamente
unicamente se lograron identificar tres TAGs simples que fueron CaCaCa (Tricaprilina),
LaLaLa (Trilaurina) y OOO(Trioleina) y un TAGs mixto que fue PLS (Palmitico-Linoleico-
Estearico). Estos cuatro TAGs identificados representan el 5.76% de la composicién total
de los TAGs de la GBA.

Del analisis de TAGs realizado a la MC (Cuadro 7) se pudo observar que principalmente se
encuentra constituida por TAGs simétricos del tipo Saturado-Oleico-Saturado (POP, POS
y SOS), los cuales representan el 87.84% de la composicion total de TAGs. El tipo de TAGs
di-insaturado asimétrico como POO (Palmitico-Oleico-Oleico) y SOO (Estearico-Oleico-
Oleico) representan unicamente el 4.1% de la composiciontotal y los TAGs trisaturados solo
el 0.81%. El perfil de TAGs obtenido para la MC empleada en este estudio no mostré
diferencias significativas en comparacioén con lo reportado por Chaiseriy Dimick (1989) y van
Malssen et al. (1996)
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Cuadro 6. Composicion porcentual de triacilglicéridos (TAGs) de grasa butirica

anhidra.
Grasa butirica Grasa butirica
TAGs ? TAGs @
anhidra ® anhidra ®

CaCaCa 0.35+£0.06 No identificado 1.09 £ 0.01
No identificado 0.47 £0.04 No identificado 2.06 £ 0.07
No identificado 0.63 £ 0.02 No identificado 2591042
No identificado 2.72 £ 0.58 No identificado 0.23+£0.00
No identificado 2.31£0.25 No identificado 217 £ 0.1
No identificado 1.87 £ 0.57 No identificado 2.42 + 0.1
No identificado 5.77 £ 0.04 000 1.10£0.10

LalLalLa 1.37 £ 0.86 PLS 2.94 £0.79
No identificado 6.53 £ 0.35 No identificado 3.39+£0.20
No identificado 3.96 £ 0.26 No identificado 3.70 £ 0.33
No identificado 11.94 £ 1.12 No identificado 5.75 £ 0.46
No identificado 13.75 £ 0.88 No identificado 0.05+0.00
No identificado 3.52 £ 0.68 No identificado 2.27 £ 0.05
No identificado 4.57 £1.00 No identificado 0.67 £ 0.06
No identificado 3.68 £ 1.30 No identificado 2.66 £ 0.16
No identificado 0.80 £ 0.01 No identificado 1.48 £ 0.35
No identificado 0.88 £ 0.00 No identificado 0.31 £ 0.04

@ Ca, Caprico; La, Laurico; P, Palmitico; S, Estéarico; O, Oleico; L, Linoleico.

® % w/w, media y desviacién estandar de 2 determinaciones independientes(n=2).
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Cuadro 7. Composicion porcentual de triacilglicéridos (TAGs) de mantequilla de

cacao, aceite de canola y aceite de soya.

Mantequilla de

TAGs ? Aceite de Canola ® Aceite de Soya °
Cacao®
LLnL n.d.c n.d. 3.18 £ 0.17
LLL n.d.c 0.78 £0.10 21.39 £ 0.45
LLnP n.d. n.d. 1.16 £ 0.16
LLPo n.d.c 448 £ 0.68 n.d.
LLO n.d.c 7.35+£0.47 21.18 £ 0.87
LLnEo n.d. 8.90 £ 0.44 n.d.
LLP n.d. n.d. 14.49 + 0.64
LOO n.d.c 26.14 £ 0.01 9.88 +£0.12
LLS n.d.c n.d. 3.84 +0.23
PLO 0.16 £ 0.03 n.d. 10.42 £ 0.03
POL n.d. 3.34 £0.12 n.d.
PLP 0.55+£0.38 n.d. 1.70 £ 0.39
000 0.48 £ 0.59 39.41 £ 1.38 3.67 £0.03
SLO 0.26 £ 0.21 n.d. 2.93 £ 0.04
POO 1.86 £ 0.05 4.28+0.18 2.72 £ 0.26
PLS 1.99 £ 0.02 n.d. 1.36 £ 0.35
PPO n.d. 0.97 £0.20 n.d.
POP 14.80 £ 0.04 n.d.c. 0.39+0.18
SO0 3.76 £ 0.31 1.86 £ 0.10 0.84 +0.43
SLS 1.20 £ 0.05 n.d. 0.32+0.19
POS 43.81£ 0.64 n.d. 0.50 £ 0.02
PPS 0.32 £ 0.04 n.d. n.d.
SOS 29.33 £ 0.05 n.d. n.d.
PSS 0.21+ 0.08 n.d. n.d.
SOA 1.00 £ 0.03 n.d. n.d.
SSS 0.20 £ 0.02 n.d. n.d.
No identificado n.d. 2.46 + 0.60 n.d.

2 P, Palmitico; Po, Palmitoleico; S, Estearico; O, Oleico; L, Linoleico; Ln,
Linolénico; A, Araquidico; Eo, Gadoleico.

® % w/w, media y desviacién estandar de 2 determinaciones independientes(n=2).

¢ No detectado.
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Chaiseri y Dimick (1989) reportaron diferencias entre las mantequillas de cacao de
diferentes origenes. En base a estas diferencias las mantequillas de cacao
investigadas se clasificaron de acuerdo a su velocidad de nucleacion en: nucleacion
rapida y nucleacion lenta. De tal forma que la MC de nucleaciéon lenta mostrd
concentraciones mas altas de TAGs di-insaturados asimétricos. Mientras que lade
nucleacion rapida presentaron concentraciones mas altas de TAGs simétricos
(Chaiseri y Dimick, 1989). Tomando en consideracion la clasificacion establecida
estos autores la MC usada en esta investigacion fue clasificada como MC de

nucleacion rapida.

El tipo de TAGs encontrados en los aceites de canola y soya (Cuadro 7) fueron tri-
insaturados los cuales representan el 87.07% y 59.3% respectivamente. Los
principales TAGs del aceite de canola fueron OOOQO (Trioleina) , LnOO (Linolénico-
Oleico-Oleico)y LnLEo (Linolénico-Linoleico-Gadoleico), mientras que para el aceite
de soya fueron LnLnLn, LnLnO y LnOO. En base a estos resultados se observa que
el aceite de canola presenta un alto contenido de TAGs que contienen acido oleico,
el cual es un acido graso monoinsaturado. En cuanto al aceite de soya se observo
que este presenta un alto contenido de TAGs que contienen acido linoleico, el cual
es un acido graso poliinsaturado. Estos resultados muestran que la MC contiene
predominantemente TAGs estructuralmente simétricos (SOS) y TAGs trisaturados;
en contraste el aceite de canola mostré una composicién de TAGs de alto nivel de
mono-insaturacion (OOO, LnOO)y el aceite de soya una composicion de TAGs con
acidos grasos tri-insaturados (LnLnLn, LnLnO y LnOOQO). Lo anterior da por resultado
el que, al encontrarse en mezcla, los TAGs de la MC sean estructuralmente
segregados de la fase de TAGs insaturados, particularmente en mezclas de MC con

aceite de soya.

Considerando que la longitud de cadena de los acidos grasos que constituyen los
TAGs de la GBA van de 2 hasta 24 carbonos y que a su vez pueden ser mono, di 0
polinsaturados, pudiendo tener un gran numero de combinaciones posibles dentro
de las moléculas de los TAGs. Esto nos lleva a la posibilidad que, al igual que en la

MC, los TAGs de la GBA sean estructuralmente segregados de fase liquida de los
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TAGs de los aceites vegetales.

5.2. Propiedades de cambio de fase para las mezclas de mantequilla de

cacao o grasa butirica anhidra en los aceites vegetales.

Las Figuras 11 y 12 muestran los termogramas de cristalizaciéon dinamica de las
mezclas de GBA:Aceites vegetales y MC:Aceites vegetales a diferentes
proporciones. Entre las mezclas de GBA:Aceite de canola y GBA:Aceite de soya
visualmente no se aprecio diferencia significativa en el comportamiento de los
termogramas de cristalizacion (Figura 11). En el termograma de cristalizacion de la
GBA pura se observo la presencia de dos exotermas de cristalizacion, la primera
aproximadamente 18°C y se asocio a la cristalizacién de la fraccion de los TAGs con
una alta temperatura de fusion (HMF). La segunda exoterma, la mayor de las dos y
observada a ~12°C, se asoci6 a la cristalizaciéon de la fraccion de TAGs con baja
temperatura de fusién (LMF). Este comportamiento es congruente con los resultados
obtenidos por ten Grontenhius et al. (1999). Es evidente que estas dos exotermas
de cristalizacién de la GBA se mantuvieron constantes practicamente a todas las
proporciones de mezclas evaluadas, unicamente disminuyendo su temperatura de
cristalizaciéon y magnitud de la exoterma en funcion directa de la dilucién de la GBA
en el aceite vegetal. En la mezcla al 15% de GBA solamente se observo la mayor de

las exotermas de cristalizacion (Figura 11).

Por otro lado y de manera similar al comportamiento de las mezclas de GBA en los
aceites vegetales, las mezclas de MC: Aceite de canola y MC:Aceite de soya
tampoco mostraron diferencias evidentes durante su cristalizacion dinamica
(Figura12). Del termograma de cristalizacion de la MC pura se pudo apreciar la
presencia de una exoterma bien definida a una temperatura aproximada de 15°C,
la cual, al igual que las exotermas observadas en las mezclas de GBA, disminuyo
en magnitud y su temperatura de cristalizacion decrecié en funcién directa de la
dilucién de la MC en el sistema. La presencia de una sola exoterma de cristalizacion
para la MC pone de manifiesto su composicion de TAGs mas homogenea en

comparacion con la GBA.
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Figura 11. Termogramas de la cristalizacion dinamica obtenidos por calorimetria
diferencial de barrido de mezclas de grasa butirica anhidra en (A) aceite de

canola y (B) aceite de soya a diferentes proporciones.
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Respecto al comportamiento térmico de fusién de una mezcla de TAGs es, en
general, mas complejo en comparacion al observado en la cristalizacion. Esto debido
a que el proceso de fusién es una combinacion de las transiciones polimérficas y de
fusion de los diferentes grupos de TAGs que constituyen al sistema. Asi, de los
termogramas de fusion para las mezclas de la MC (Figura 13) se observaron
diferencias en el comportamiento de las mezclas de MC en funcion del aceite vegetal
utilizado. La fusién para el aceite de canola puro (Figura 13A) inicié a =-36°C y
terminé a =-7°C, este comportamiento se modificé en presencia de la MC. En
contraste, el aceite de soya (Figura 13B) observé un inicio de la fusion a =-50°C,
terminando a ~ 0°C; sin embargo, a diferencia del aceite de canola (Figura 13A), el
perfil de fusion del aceite de soya se mantuvo en el intervalo del 30-100%

independientemente de la proporcién de MC en las mezclas.

El comportamiento de fusion de las mezclas de MC con los aceites vegetales indicé
la existencia de un diferente grado de interacciones moleculares entre los principales
TAGs presentes en la MC (del tipo Saturado-Insaturado-Saturado) y los principales
TAGs de los aceites de canola y soya. Asi, como se observo en el perfil de TAGs del
aceite de soya este aceite contiene TAGs con un grado de insaturacion mas elevado
en comparacion con los TAGs presentes en el aceite de canola (Cuadro 7). Este
hecho limit6 las interacciones moleculares de los TAGs del aceite de soya con los
principales TAGs de la MC, debido a que los principales TAGs del aceite de soya
tuvieron una compatibilidad molecular muy limitada con los TAGs simétricos del tipo
SUS y saturados presentes en la MC. Como resultado los TAGs del aceite de soya
siguieron un patron de cristalizacion y posteriormente de fusion independiente de
los TAGs de la MC, esto a todas las proporciones evaluadas. En contraste, dada la
composicion de los TAGs del aceite de canola (Cuadro 7) estos presentaron un
mayor grado de compatibilidad molecular con los principales TAGs de la MC, lo que
di6 lugar a que se modificara el perfil de fusién del aceite de canola y de la MC en
las mezclas (Figura 13A). De forma particular en el perfil de fusién de la MC en las
mezclas con el aceite de canola se observé la presencia de un endoterma que

incremento su magnitud en funcion del incremento de la concentracion de MC en las
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mezclas en el intervalo de 15%-45% y posteriormente esta endoterma decrece en
magnitud con un incremento de la concentracién de MC en el intervalo de 60%-100%
(Figura 13A). Enlas proporciones de 30% y45% de MC se aprecia como una exoterma
precede a esta endoterma, lo que nos indica la presencia de una transformacion
polimérfica. Esta exoterma podria estar asociada con el desarrollo del polimorfo  via
una transicién polimérfica a— B’ —f, esto se asume debido a que los TAGs de la MC
no cristalizan en la forma B directamente del fundido. Aunque no se descarta que el
polimorfo B se haya desarrollado también via una transicion directa B’ —f3, es sabido
que la forma polimérfica B’ de TAGs de forma simétrica como los que se encuentran
presentes en la MC y que se originan directamente del fundido presentan una menor
tendencia a una transicién B’ =, que aquellos formados via a— B’ —p. Sin embargo
no hay que perder de vista que se tiene un decremento en la viscosidad interfacial en
la fase cristalizada en las mezclas de MC en comparacion con la MC pura, lo que da
como resultado un incremento de la movilidad molecular promoviendo de esta manera
que la formacion de la forma B se de tanto via B’ =+ como a— B’ —fp a diferencia de

como se da en la MC pura.

Con respecto a los termogramas de fusién de las mezclas de GBA con los aceites de
canola y soya se observd un intervalo de fusion mas amplio que el mostrado por las
mezclas de MC;Aceites vegetales (Figura 14). Esto debido a la mayor heterogeneidad en
la composicion TAGs, ya que dentro de la moléculas de los TAGs se encuentran acidos
grasos que en funcidn de su longitud de cadena oscilan entre C4 y C24, los cuales a su
vez varian en el grado de insaturacion. Esto origind el que la GBA presentara un
comportamiento de fusion mas complejo que el observado en la MC. De las curvas de
la fusién para ambos tipos de mezcla de GBA, se observé que el perfil de fusién de los
TAGs de los aceites de canola (Figura 14A) y de soya (Figura 14B) se mantuvo
independiente de la fusién de los TAGs de la GBA. Comportamiento que se hace
evidente al apreciar en los termogramas de fusién como las endotermas caracteristicas
de los aceites de canola (Figura 14A) y soya (Figura 14B) y las propias de la GBA
aparecen de manera independiente a todos las proporciones las mezclas investigadas.

En el caso de la GBA pura se observo la presencia de tres endotermas de fusion, la
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primera que inicié a ~-10°C y termind = 12°C valor donde inici6 la segunda endoterma
que finalizé a = 24°C. La tercer endoterma inici6 a = 24°C para terminar a =~ 37°C.
Este perfil de fusién de la GBA se conservo en las mezclas con los aceites vegetales,
independientemente de la proporcién de la GBA en la mezcla (Figura 14). Es
importante remarcar que la fusion representa una combinacion de las transiciones
polimorficas de los TAGs cristalizados asi como la fusion de los diferentes TAGs que
constituyen las 3 fracciones principales identificadas en la GBA, LMF, MMF y HMF.
En base al estudio hecho por varios autores se demostrd que la primer endoterma
de fusion fue el resultado de la fusion de los cristales de TAGs de las fracciones de
LMH y MMH cristalizadas en la forma «a, la segunda endoterma fue asignada a la
fusion de los TAGs de la fraccién HMF cristalizados en forma a y, finalmente, la tercer
endoterma se asigndé a la fusién de los cristales en forma B’ de los TAGs de la
fraccion de HMF (Timms, 1980; ten Grotenhuis et al., 1999) . El area tan ampliay la
forma poco definida que presenta la ultima endoterma de fusidén puede ser asociada
a que la fraccion HMF se encuentra en una forma polimérfica mas estable, lo que

ocasiona el que se requiera una cantidad de calor mayor para fundir dichos cristales.

De los termogramas de cristalizacién dinamica y fusién correspondiente se calcularon
la temperatura de inicio (onset) de cristalizacion dinamica (T,) y la temperatura final
de la fusion (T), respectivamente, para cada una de las mezclas de MC y GBA en
los aceites vegetales. Estas temperaturas se graficaron en funcion de la proporcion
de MC o GBA. La Figura 15 muestra el grafico resultante. Se observd como,
independientemente del tipo de aceite en las mezclas, T, y T disminuyeron de forma
lineal conforme se disminuy6 la concentracion de MC o GBA en las mezclas. Este
decrecimiento lineal se observo, para el caso de las mezclas con MC en el intervalo
entre 100% de MC hasta 30% de MC, y para el caso de las mezclas con GBA en
el intervalo entre 100% de GBA hasta 60% de GBA. Por abajo de estas
concentraciones de MC y GBA el decrecimiento de T, y T fue mas acentuado,
particularmente en el caso de las mezclas con MC (Figura 15). Este
comportamiento se asocio a que, independientemente del tipo de aceite, para las
mezclas entre 100% y 30% de MC y entre 100%y 60% de GBA no ocurrid

63



40 } } } } } } } } } } —— 40
Y
[ ™ - ]
30 o - 30
L - o
20 | @ 1 20
O [ o o I:I: e
m]
" 0L g o 11w *
g @ g
o ] w
] o L+ u 1o ]
[ -
1O ]
10 -+ - -10
:. L * Acelte decanola ]
] O < Aceite desoya
20 e e e ey T
0 10 20 30 40 50 60 FiLLl 80 90 100
% Mantequilla de cacao en aceite de canola o soya
(B)
} } } } } } } } } } }
40 + cr- 40
i o o = 1
o
I - o ]
30 T ot T 30
20 1 + 20
El F D D D- L]
|
u [ ] -
= 10+ O E -+ 10
¥ [ O -
'_o :Q O ] '_u_
0 +s | - 0
] i
A0 + -+ -10
[ | #* Aceite decamnola ]
[ O < Aceite desoya
20 L : : : : : : : : +L 20
0 10 20 30 40 50 G0 70 80 a0 100

% Grasa butirica anhidra en aceite de canola o soya

Figura 15. Comportamiento del la temperatura de inicio (onset) de cristalizaciéon
dinamica (T,) y la temperatura final de la fusion (T;) en funciéon de la
proporcion de mantequilla de cacao (A) y grasa butirica anhidra (B) en

mezclas con aceite de canola o aceite de soya.

64



el desarrrollo de cristales mixtos entre los TAGs de la MC o GBA con TAGs de los
aceites vegetales. Esto es, los TAGs de la MC y de la GBA cristalizaron de manera
independiente a los TAGs de los aceites vegetales. Sin embargo, por abajo del 30%
de MC y del 60% en GBA en las mezclas el acentuamiento en el decrecimiento de
los valoresde T,y T indico que en estas condiciones los TAGs de laMC y de la GBA
y algunos TAGs de los aceites vegetales desarrollaron cristales mixtos con valores
de T,y T menores a los observados por los cristales de MC y GBA. Autores como
Toro-Vazquez y Gallegos-Infante (1996) han reportado comportamientos similares

en diferentes sistemas de TAGs.

Sobre la base del comportamiento de T, y T en las mezclas de MC y GBA (Figura
15) se establecio que la mezcla 30%MC:Aceite vegetal es la proporcién minima en
la cual todavia se conservan las caracteristicas de cambio de fase asociadas a los
TAGs de laMC. De manera similar para las mezclas de GBA:Aceite vegetal la mezcla
al 60% de GBA es el porcentaje minimo en la mezcla en donde aun se mantienen las
priopiedades de cambio de fase asociadas a la GBA. Basados en estos resultados
los estudios posteriores se realizaron, para el caso de la MC, con la mezcla de
30%MC:Aceite vegetal y para el caso de la GBA con la mezcla al 60% GBA:Aceite

vegetal, independientemente del tipo de aceite vegetal.
5.3. Cinéticas de cristalizacion bajo condiciones isotérmicas.

La cinética de la cristalizacion isotérmica en funcion del tiempo de las mezclas de 30%
de MC y de 60% de GBA en los aceites vegetales se prestan en las Figuras 16y 17,
respectivamente. En el caso de las mezclas al 30% de MC en los aceites vegetales
(Figura 16) las mezclas mostraron un comportamiento muy semejante al observado en
otros estudios para la MC pura (Toro-Vazquez et al., 2004), con la diferencia de que
en el presente estudio la cristalizacion de la MC en las mezclas ocurrieron a
temperatura mas baja que cuando la MC se encuentra en estado puro (18°C a 22°C)
(Toro-Vazquez et al., 2004). En los termogramas de las mezclas de MC (Figura 16) se
observaron dos exotermas de cristalizacion. Como se describio previamente los TAGs

de la MC fueron los Unicos que cristalizaron en las mezclas, porlo que basados en los
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diagramas de fase de tiempo-temperatura obtenidos por difraccion de rayos X por
van Malssen et al. (1999) para MC pura, se hizo la asignacion de la primera exoterma
de cristalizacion al polimorfo o y la segunda exoterma al polimorfo ’. Para los dos
tipos de mezclas de MC evaluadas se observd que la magnitud de la exoterma
asociada al podlimorfo a presenté una relacién inversa con la temperatura de
cristalizacion isotérmica (T,), es decir que conforme se incremento T, la exoterma
del polimorfo a disminuy6, hasta que llega a ser imperceptible a las T, mas elevadas
(Figura 16). En lo que respecta a la exoterma correspondiente al polimorfo B’ esta se
desplazé hacia tiempos mas elevados de cristalizacion en funcion del incrementé en
T., (Figura 16). También se observo que en la mezcla de 30%MC:Aceite de canola
exoterma de cristalizacién aparecio a tiempos de induccidn a la cristalizacion mas
cortos que los observados en la mezcla de MC:Aceite de soya. Estos resultados
sugieren que la MC en la mezcla de 30%MC:Aceite de canola cristaliz6 mas

rapidamente que en la mezcla 30%MC:Aceite de soya.

De los termogramas de la cristalizacion isotérmica para las mezclas de GBA (Figura
17) se observo un comportamiento muy semejante al que presenté la GBA pura en
el estudio realizado por ten Grotenhius et al. (1999), utilizaron algunas temperaturas
similares (10°C a 20°C) a las empleadas en el presente estudio (19°C a 24°C) y
reportan la presencia de dos exotermas de cristalizacién para la GBA pura, las cuales
en base a los estudios de difraccion de rayos X que realizaron establecieron que la
primer exoterma correspondio al polimorfo o y la segunda a la forma B’. En los
termogramas correspondientes a la cristalizacion isotérmica de las mezclas de GBA
(Figura 17) se observd también la presencia de dos exotermas de cristalizacion.
Considerando que al igual que en las mezclas de la MC, los TAGs de la GBA son los
unicos que estan cristalizados en las mezclas de la GBA y en base a los resultados
obtenidos por ten Grotenhius et al. (1999), la primera exoterma fue asignada a la
forma polimérfica a y la segunda exoterma a f’. En ambas mezclas de la GBA se
pudo observar que la magnitud de la exoterma correspondiente al polimorfo o fue
disminuyendo conforme se incrementé la T.,, hasta que a las temperaturas mas

elevadas desaparecio (Figura 17). En cuanto a la exoterma del polimorfo p’, esta
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desplazé hacia tiempos de induccion a la cristalizacion mayores en funcidn directa
del incremento en la T,. Sin embargo, en comparacion con las mezclas de MC, no
se observo diferencia entre los tiempos de induccidn a la cristalizacién de la mezcla

de 60%GBA:aceite de canola y la mezcla 60%GBA:aceite de soya (Figura 17).

Los termogramas de la fusién correspondientes a los dos tipos de mezclas de MC
cristalizada a diferentes T, se muestran en la Figura 18. Todas las T, en ambos
tipos de mezclas de MC mostraron la presencia de dos endotermas de fusion. Para
la fusion de la MC pura se ha observado la presencia de una sola endoterma de
fusion correspondiente a la forma polimérfica B’ (van Malssen et al., 1999). En base
a esto se asumio que la primer endoterma obtenida en la fusion de las mezclas de
MC, correspondi6 a la fusién de los cristales B’ y la segunda endoterma a la fusion
de la forma polimorfica . El polimorfo B, probablemente se desarrollé mediante una
transicion polimoérfica a— B’ —p, la cual se dio durante el tiempo que durd la
cristalizacién isotérmica y el periodo de calentamiento para la fusion de las mezclas.
Los TAGs de la MC no nuclean en la forma 3 directamente del fundido. Ademas
como demostré Gibbon et al. (1986) los TAGs simétricos (como los que se
encuentran presentes en la MC) que cristalizan directamente del fundido en la forma
f’, son poco propensos a sufrir una transformacioén polimérfica via p’~. Por lo tanto

la presencia del polimorfo a fue necesaria para la formacion de los cristales 3.

De los termogramas de la fusion para las mezclas de la GBA (Figura 19) en ambos
tipos de mezclas se observo la presencia de tres endotermas de fusion a las
temperaturas de 19.0° y 20.0°C, mientras que a las temperaturas de 22.0° y 24.0°C
el tercer pico desaparece. En un estudio realizado por Mazzanti et al.(2004) para
GBA pura, observaron que a T., menores de 20.0°C se tenia la presencia de tres
formas polimorficas correspondientes a a, B’ y B, mientras que para T, mayores a
20.0°C unicamente observaron los polimorfos oy B’. Por lo que se asumié que las
tres endotermas de fusién observadas a las temperatura de 19.0° y 20.0°C
correspondieron, la primera al poliformo a, la segunda a 8’ y la tercera a . Para las

temperaturas de 22.0° y 24.0°C la primer endoterma de fusidén se asocid con el
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polimorfo a y la segunda endoterma con la forma . Igual que en las mezclas de la
MC, la presencia del polimorfo o fue necesaria para que diera la formacién del
polimorfo  via una transicion polimérfica a— B’ —p que se di6 durante el periodo de
cristalizaciény posterior fusién del sistema. De acuerdo a van Aken et al., (1999) para
los TAGs asimétricos del tipo SSU o UUS, los cuales constituyen un gran porcentaje
de la composicion de la GBA, su forma polimérfica mas estable es la forma 3’ . Por
lo tanto es poco probable que la formacion del polimorfo 3 se origine mediante una
tranformacién polimérfica via p’-B. A pesar que a las temperaturas de 22.0° y 24.0°C
se observo la presencia de la forma a, tal vez el tipo de TAGs cristalizados en esta
forma polimdrfica no fueron los apropiados para que se diera la transicion polimérfica
a la forma B. Ademas a las temperaturas de 22.0° y 24.0 °C la fuerza impulsora para
inducir la cristalizacion fue menor, lo que dio como resultado que la cristalizacion
fuera mas lenta y el sistema tuvo mayor tiempo para poder cristalizar en una forma

polimdrfica mas estable que en este caso es la forma f3’.

De los resultados obtenidos de la fusion de las mezclas de la MC y la GBA las
temperaturas de las endotermas de fusidn correspondiente al polimorfo ' fueron los
valores de temperatura de fusién (T,,’) para cada una de las T, usadas en cada
mezcla que se emplearon para calcular la temperatura de fusion en el equilibrio (T,,’)
para cada una de las mezclas, usando la metodologia descrita por Hoffman y Weeks
(1962) como lo describié previamente Toro-Vazquez et al.(2000). T,’es la
temperatura a la cual el mas pequefo agregado de moleculas (cristales inestables
de TAGs) se encuentran en equilibrio con las molecula de la fase liquida. El valor de
T, sirve para poder calcular el grado de superenfriamiento efectivo (T, -T,,") que se

aplico a cada sistema en funcion de la Tg,.

Para la mezcla de 30%MC:Aceite de canola el valor de T,,” fue de 33.13°C mientras
que para 30%MC: Aceite de soya fue de 65.83.°C. El valor de T,,” de la mezcla
30%MC: Aceite de soya fue estadisticamente mayor que el valor obtenido para la
mezcla 30%MC: Aceite de canola. Un mayor valor de T,,” para las mezclas de

30%MC: Aceite de soya es indicativo de una menor solubilidad de los TAGs de la
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MC en los TAGs de la fase liquida del aceite de soya, esto como se explico
anteriormente puede atribuirse a la poca afinidad estructural entre los TAGs del MC
y los TAGs del aceite de soya. En base a los valores de T,,” para las mezclas de la
MC se encontré que la mezcla de 30%MC: Aceite de soya fue la que tuvo
condiciones de superenfriamiento efectivo mayor en comparacion a la mezcla de

30%MC: Aceite de soya canola.

En las mezclas de 60%GBA:Aceite de canola y 60%GBA:Aceite de soya los valores

de T, fueron de 57.20° y 59.88°C respectivamente. Estos valores obtenidos de T,,’
para ambas mezclas de la GBA fueron estadisticamente iguales (p < 0.10). Los
valores tan altos de T,,’ en ambas mezclas de la GBA ponen nuevamente de
manifiesto la poca compatibilidad de los TAGs de la GBA con los TAGs de ambos
aceites, debido a la heterogeneidad de la composicion de TAGs de la GBAlo que da
como resultado una baja solubilidad de los TAGs de la GBA con los TAGs de los
aceites vegetales. Las condiciones del superenfriamiento efectivo obtenidas para a
cada unadelas T, en ambas mezclas de la GBA fueron estadisticamente iguales
(p< 0.10).

5.4 . Contenido de grasa sodlida (SFC) y calculo de los parametros de la

ecuacion de Avrami para las mezclas.

La cinética de la cristalizacion isotérmica también fue evaluada mediante la
determinacién del contenido de grasa sélida (SFC) en funcién del tiempo mediante
resonancia magnética nuclear (RMN). Como ejemplo se muestran las curvas del SFC
en funcién del tiempo para la mezcla de 30%MC: Aceite de canola (Figura 20A) y la
mezcla de 60% GBA: Aceite de canola (Figura 20B). Se observa que las curvas del SFC
para la la mezcla de 30%MC: Aceite de canola y la mezcla de 60%GBA: Aceite de
canola a todas las T, evaluadas presentaron un comportamiento sigmoidal. En una
etapa inicial la formacion de la fase sdlida se dio muy lentamente, luego se di6 de
forma exponencial hasta alcanzar finalmente una meseta donde los valores de SFC
fueron practicamente constantes. El punto donde el valor de SFC se man tuvo

constante, se denominé SFC en el equilibrio (SFC,). De las curvas de SFC (Figura 20)
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se puede observar que los valores de SFC,, se alcanzaron después de largos
periodos de cristalizacion. Para las mezclas de 30%MC: Aceite de soya y 60%GBA:

Aceite de soya se observd el mismo comportamiento.

La figura 21 muestra las graficas del SFC,, en funcion de la T, para las mezclas de
30% MC y 60% GBA. De estas graficas se observa que independientemente de la
mezcla evaluada existio un efecto de la T, sobre la formacion de la fase sélido, ya
que conforme se incremento la T, se requiri6 de mayor tiempo para inducir la
cristalizacion del sistema. Ademas la T, también tuvo un efecto inverso sobre el
porcentaje de fase sdlida formada al final del periodo de la cristalizacion, asi se

aprecia que conforme la T, incremento6 el valor de SFC,, disminuyo (Figura 21).

En base a lo anterior para la MC independientemente del aceite utilizado el mayor
valor para SFC,, se esperaba a la menor T, empleada la cual fue 9.5 °C para la
mezcla de 30%MC: Aceite de canola (Cuadro 8), sin embargo el valor obtenido a
10.0° y 11.0 °C para la mezcla de 30%MC:Aceite soya fue estadisticamente mayor
(p<0.05). De igual manera el valor obtenido a 13.5°C para la mezcla de
30%MC:Aceite soya fue estadisticamente mayor que el valor para 13.0°C en la
mezcla de 30%MC: Aceite de canola. Este comportamiento puede ser explicado
empleando el término del superenfriamento. El superenfriamiento presenté un efecto

directo sobre el valor de SFC,,, por lo que el valor de SFC,, incrementé conforme el

eq’
superenfriameinto incrementé también. Como se mencioné anteriormente el
superenfriamiento fue mayor a las diferentes T, de la mezcla de 30%MC:Aceite soya
en comparacion al obtenido para las T, de la mezcla de 30%MC: Aceite de canola.
Asilas mayores condiciones de superenfriamiento se encontraron alas temperaturas
de 10.0° y 11.0°C en la mezcla de 30%MC:Aceite soya por lo que el mayor valor de
SFC,, se obtuvo a estas temperaturas. Mientras el menor valor de SFC,, se obtuvo
a los 13.0°C en la mezcla de 30%MC: Aceite canola que fue la temperatura que

presenté el menor superenfriamiento.

En el Cuadro 9 se muestran los valores correspondientes a SFC,, a cada una de las

T, evaluadas para los dos tipos de mezclas de la GBA. Los valores de SFC en
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Figura 21. Valores del contenido de grasa solida en el equilibrio (SFCeq) en % en
funcion de la temperatura de cristalizacion isotérmica (Tcr) para las mezclas

de (A) 30% de mantequilla de cacao y (B) 60% de grasa butirica anhidra.
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Cuadro 8. Contenido de grasa solida en el equilibrio (SFC,,), superenfriamiento efectivo, Indice de Avrami (n) y
constante de velocidad de cristalizacion (z) para las mezclas de 30%MC: Aceite de canola y 30%MC: Aceite

de soya en funcion de la temperatura de cristalizacion (T,).

30%MC: Aceite de canola?®

T, (°C) SFC,, (%) zx 107 (min™) n
9.5 24.4 (0.2) 352.7 (15.5) 2.82 (0.39)
10.5 23.6 (0.0) 4.76 (0.273) 3.44 (0.11)
115 22.5 (0.0) 1.42 (0.195) 3.59 (0.44)
13.0 20.7 (0.0) 0.030 (0.002) 3.60 (0.04)

30%MC: Aceite de soya®

T., (°C) SFC., (%) zx 107 (min™) n
10.0 26.3 (1.0) 102.1 (12.4) 3.34 (0.26)
11.0 25.2 (0.9) 19.41 (1.07) 3.25 (0.20)
12.0 24.2 (0.9) 31.20 (4.39) 3.42 (0.81)
13.5 22.1(0.4) 0.024 (0.001) 4.16 (0.25)

® Para cada medicion se muestra la media y la desviacion estandar de al menos dos determinaciones independientes.
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Cuadro 9. Contenido de grasa solida en el equilibrio (SFC,,), superenfrieamiento efectivo, Indice de Avrami (n) y
constante de velocidad de cristalizacion (z) para las mezclas de GBA:Canola y GBA:Soya en funcion de la

temperatura de cristalizacion (T,).

60%GBA:Aceite de canola?®

T, (°C) SFC,, (%) zx 10 (min™) n
19.0 10.06 (0.2) 153.4(38.41) 1.39 (0.10)
20.0 9.53 (0.0) 19.40(5.62) 1.94 (0.09)
22.0 8.45 (0.0) 1.31(0.328) 2.73 (0.09)
24.0 6.95 (0.0) 0.21(0.001) 3.38 (0.02)

60%GBA:Aceite de soya®

T (°C) SFC,, (%) zx 10" (min™) n
19.0 9.85 (1.0) 201.6(22.42) 0.66 (0.00)
20.0 9.73 (0.9) 19.76(5.33) 1.90 (0.09)
22.0 8.60 (0.9) 0.125(0.107) 2.74 (0.05)
24.0 7.00 (0.4) 0.014(0.004) 3.70 (0.08)

@ Para cada medicion se muestra la media y la desviacion estandar de al menos dos determinaciones independientes.
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ambas mezclas a cada una de las T, fueron estadisticamente iguales (p<0.10).
Como se estableci6 anteriormente, el superenfriamiento para cada una de las T
evaluadas fueron estadisticamente iguales para ambas mezclas de la GBA. Se puede
observar (Tabla 9) que la mayor condicién de superenfriamiento de los dos tipos de
mezclas de la GBA fue a los 19.0°C, temperatura a la cual se obtuvo el mayor valor
de SFC,,. Mientras que a 24.0°C fue donde se presentd el menor superenfriamiento

y por lo tanto donde se obtuvo también el menor valor de SFC,,..

Los valores de los parametros de la ecuaciéon de Avrami (n y z) que describen la
cinética de cristalizacion isotérmica se determinaron mediante una estimacion no
lineal como se describié en la seccion 4.2.4. En las Tablas 8 y 9 se muestran los
valores obtenidos para los parametros n y z de las mezclas de MC y GBA

respectivamente a las diferentes T, utilizadas.

Es importante recordar que el valor de n de la ecuacion de Avrami es un parametro
sensible al mecanismo de nucleacion y a la dimensionalidad del crecimiento del
cristal, siempre y cuando el crecimiento del cristal se de en forma libre. Sin embargo
el valor de n no proporciona informacion respecto al tamafio del cristal ni de su forma
polimdrfica. En la Figura 22 se presentan microfotografias obtenidas por microscopia
de luz polarizada (MLP) para la mezcla de 30%MC:Aceite de canola a las
temperaturas de 9.5° y 13.0°C (Figuras 22A y B) y para la mezcla de 30%MC:Aceite
de soyaa 10.0° y 13.5°C (Figuras 22C y D) a diferentes tiempos de cristalizacion, con
la finalidad de mostrar que no existié ningun impedimento que limitara el crecimiento
del cristal a los tiempos de cristalizacion en los cuales el exponente de Avrami n fue

determinado.

Al realizar el analisis visual de los videos obtenidos por MLP para los dos tipos de
mezclas de la MC se observé que independientemente del aceite vegetal empleado
alas T, mas bajas (9.5° y 10.5°C para 30%MC: Aceite de canola; 10.0°y 11.0°C para
30%MC:Aceite de soya) la nucleacion ocurrio instantaneamente. Mientras a las T,
mas altas (11.5° y 13.0°C para 30%MC: Aceite de canola; 12.0° y 13.5°C para

30%MC:Aceite de soya) se observé que la nucleacion se dié en forma esporadica.

79



Y

A

Figura 22. Microfotografias tomadas por microscopia de luz polarizada de la mezcla de 30%MC:Aceite de canola
cristalizada a (A) 9.5°C por 10 min y (B) 13.0°C por 100 min; y de la mezcla de 30%MC:Aceite de soya
cristalizada a (C) 10.0°C por 10 min y (D) 13.5°C por 100 min.
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Estos resultados muestran que conforme el valor de n incremento el evento de la
nucleacion tendio a ser mas esporadico, esto comparado con valores de n menores
en donde la nucleacién se didé en forma instantanea. Tomando en cuenta esta
informacién y considerando que n es una funcion del tipo de nucleacién y la
dimensionalidad del proceso de crecimiento del cristal, los valores obtenidos de n
para los dos tipos de mezclas de la MC indicaron que a todas las T, utilizadas, los
TAGs de la MC siguieron un mecanismo de crecimiento de cristal esferulitico. Los
valores fraccionados de n pueden ser el resultado de la formacion de manera

simultanea de dos tipos diferentes de cristales.

Enlas Figuras 23 y 24 se muestran las microfotografias para la mezclas de 30%MC:
Aceite de canolay 30%MC:Aceite de soya respectivamente, correspondientes a los
tiempos de cristalizacion a los que se alcanzaron los valores de SFC,,. De manera
evidente se puede observar que después de largos tiempos de cristalizacion existid
la formacién de dos tipos diferentes de cristales como indicaron los valores
fraccionados de n. Este hecho se puede apreciar bajo ciertas condiciones de
cristalizacion, como en el caso de 11.5° y 13.0°C para la mezcla de 30%MC: Aceite
de canola (Figuras 23C y D) 12.0° y 13.5°C para la mezcla de 30%MC: Aceite de
soya (Figura 24C y D). Tomando en cuenta los termogramas de la fusiéon de las
mezclas de la MC (Figura 18) y el analisis visual de los videos de MLP, los cristales
pequenos se asociaron con la forma polimérfica B’y los cristales de mayor dimension
con el polimorfo B. Particularmente a 13.0°C en la mezcla de 30%MC: Aceite de
canola (Figura23D)y a 13.5°C en la mezcla de 30%MC: Aceite de soya (Figura 24D)
la dimension de los cristales 3 fue mayor. El desarrollo de estos cristales en ambas
mezclas se asocié con un incremento significativo en su temperatura de fusion. Es
bien sabido que la MC cristalizada bajo diferentes temperaturas tiene la capacidad
de desarrollar el mismo polimorfo con diferente forma y tamano de cristal. Es
importante indicar que la morfologia del cristal mas comun observada en la MC pura
(Toro-Vazquez et al., 2004) no se obtuvo en las mezclas evaluadas. Esto debido tal
vez a una menor viscosidad presente en las mezclas en comparacion con la

viscosidad de la MC pura. La cristalizacién de las mezclas se dio bajo una menor
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Figura 23. Microfotografias tomadas por microscopia de luz polarizada MLP para la mezclas de 30%MC:Aceite de

11.5°C por 190 min y (D) 13.0°C por

)
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Figura 24. Microfotografias tomadas por microscopia de luz polarizada para la mezclas de 30%MC: Aceite de soya a
(A) 10.0°C por 80 min (B) 11.0°C por 190 min, (C) 12.0°C por 220 min y (D) 13.5°C por 490 min.
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limitacion de transferencia de masa que en la MC pura dando como resultado
deferencias en la morfologia y el tamafno de los cristales.

La constante de velocidad de cristalizacion z es una constante de velocidad compleja
que depende del valor de n (las unidades de z son min™). Sin embargo en las
mezclas investigadas de la MC el valor de n varié en un intervalo relativamente
pequeiio por lo tanto limito la dependencia de z al valor de n. El efecto dela T, sobre
el valor de zfue evaluado empleando la ecuacion de Arrhenius. El analisis estadistico
se realizé mediante el procedimiento de un modelo lineal general disponible en
STATISTICA. Los resultados obtenidos para las mezclas de la MC fueron descritos
por una ecuacion de Arrhenius independiente (p<0.10). Conforme la T, aumento el
valor de z también incremento y los valores mas altos para z se obtuvieron para la
mezcla de 30%MC:Aceite de soya en comparacion a los obtenidos para la mezcla de
30%MC:Aceite de canola. El proceso general de cristalizacion incluyendo la
nucleacion y el crecimiento del cristal ocurrid a mayor velocidad en los sistemas que
tuvieron un superenfriamiento mas elevado (mezcla de 30%MC:Aceite de soya) que
en aquellos en donde el superenfriamiento fue menor (mezcla de 30%MC:Aceite de
canola). El superenfriamiento no tuvo un efecto sobre el comportamiento del valor de
n, pues como ya se menciond los TAGs de la MC seguieron un mecanismo de

crecimiento de cristal esferulitico independientemente de la mezclayla T, utilizadas.

En el Cuadro 9 se observa que los valores de n a las diferentes T, obtenidos para
ambas mezclas de la GBA variaron en un intervalo mayor en comparacion con los
valores de n en las mezclas de la MC. Al realizar el andlisis de los videos obtenidos
por MLP de las mezclas de 60%GBA:Aceite de canola y 60%GBA:Aceite de soya se
observo que independientemente de la T, usada, el tipo de nucleacion que se
presentd en ambas mezclas de la GBA fue instantanea. Considerando este hecho
la variacion de los valores de n a las diferentes T, fue asociada a diferencias en el
mecanismo de crecimiento de los cristales. Independientemente de la mezcla de la
GBA se observé que ala menor T, (19.0°C) los cristales siguieron un mecanismo de
crecimiento en forma lineal (en una sola dimension), mientras que para el caso de las

T, intermedias (20.0° y 22.0°C) el mecanismo de crecimiento se dio en forma de
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plato y finalmente a la mayor T, (24.0°C) los cristales crecieron en forma
esferulitica. Estos resultados ponen de manifiesto que conforme la condicion de
superenfriamiento fue menor (mayor T.,) implicé que se requieriera de mayor tiempo
para que se iniciara la cristalizacion y el crecimiento del cristal tomo lugar en mas
dimensiones. El obtener valores fraccionados de n para ambas mezclas de la GBA,
también pueden ser el resultado de la formacidn simultanea de dos tipos de cristales

diferentes, como en el caso de los dos tipos de mezclas de la MC.

Las microfotografias obtenidas por MLP a las diferentes T para las mezclas de
60%GBA:Aceite de canola y 60%GBA:Aceite de soya se muestran en las Figuras 25
y 26. Al comparar las microfotografias de la mezcla de 60%GBA:Aceite de canola
con las de la mezcla 60%GBA:Aceite de soya no se observaron diferencias en las
redes de los cristales formados (microestructura) a cada una de las T, evaluadas.
En otras palabras el tamafio, forma, densidad y distribucion de los cristales que
conformaron dicha red fue muy semejante. También se pudo observar que la red de
cristales de las mezclas de GBA estuvieron conformadas por una gran masa de
cristales de pequefa dimension lo cual puede ser el resultado de la gran
heterogeneidad en la composicion de los TAGs de la GBA. Por lo tanto, de forma
visual fue dificil poder establecer si existio la presencia de dos diferentes formas
polimorficas en mezclas de la GBA a las diferentes T, empleadas como lo sugieren
los valores fraccionados de n. Tomando en consideraciéon los termogramas de la
fusion de ambas mezclas de la GBA (Figura 19) y en base al estudio hecho por
Manzzanti et al. (2004) se asumié que a las temperaturas de 19.0° y 20.0°C (Figura
25Ay B parala mezcla de 60%GBA:Aceite de canola y Figura 26A y B para la mezcla
de 60%GBA:Aceite de soya) los sistemas estuvieron constituidos por dos tipos
diferentes de cristales que fueron B’ y B, los cuales al parecer no presentaron
diferencias en el tamafo y la forma lo que evito que pudieran diferenciarse
visualmente de las microfotografias. A las temperaturas de 22.0° y 24.0°C (Figura
25C y D para la mezcla de 60%GBA:Aceite de canola y Figura 26C y D para la
mezcla de 60%GBA:Aceite de soya) unicamente se tuvo la presencia de cristales f3’,

esto debido a que a estas T_, el superenfrimiento fue menor que a 19.0° y 20.0°C,

cry
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Figura 25. Microfotografias tomadas por microscopia de luz polarizada para la mezcla de 60%GBA:Aceite de canola
cristalizada a (A) 19.0°C por 150 min (B) 20.0°C por 180 min, (C) 22.0°C por 200 min y (D) 24.0°C por 220 min.
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Figura 26. Microfotografias tomadas por microscopia de luz polarizada para la mezcla de 60%GBA:Aceite de soya
cristalizada a (A) 19.0°C por 150 min (B) 20.0°C por 180 min, (C) 22.0°C por 200 min y (D) 24.0°C por 220min.
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que provoco que el tiempo de induccion a la cristalizacion fuera mayor y permitid
tener un mejor arreglo molecular de los TAGs de la GBA y asi poder cristalizar en su
forma mas estable que fue la forma B’. A las temperaturas de 22.0° y 24.0°C Figura
25C y D para la mezcla de 60%GBA:Aceite de canola y Figura 26C y D para la
mezcla de 60%GBA:Aceite de soya) también se pudo observar la formacion de

pequefios agregados de cristales j3'.

En cuanto a la constante z para las mezclas de GBA los valores obtenidos para cada
una de las T, en ambas mezclas fueron estadisticamente iguales (p<0.10). A
diferencia de las mezclas de MC aqui si se pudo apreciar una dependencia del valor
de zen funcion de n. Nuevamente el efecto de la T, sobre el valor de z fue evaluada
con la ecuacion de Arrhenius. Usando el procedimiento de un modelo lineal general
disponible en StATISTICS. Para ambas mezclas de GBA los resultados fueron
descritos por una sola ecuacion de Arrhenius. En funcion a la T, se apreci6 que el
valor de z incrementé conforme la T, aumenta. Los valores mas altos para z se
obtuvieron a las temperaturas mas bajas a las cuales se tuvieron las condiciones de
mayor superenfriamiento. Este comportamiento de la constante z es debido a que
cuando la fuerza impulsora necesaria para dar paso a la cristalizacion fue alta (un
alto grado de superenfriamiento), la velocidad de cristalizacion incrementé ya que
bajo esta condicion la energia libre de nucleacion a vencer fue muy baja, lo que diod
lugar a que se requiriera de periodos de tiempos muy cortos para que se diera la
nucleacion. En contraste cuando la fuerza impulsora para inducir la cristalizacion fue
muy baja (menor grado de superenfriamiento) fue necesario mayor tiempo para que

la nucleacion tomara lugar y la velocidad de cristalizacion disminuyo.
5.5. Comportamiento de G’ , c* y OBC,, en funcion de SFC_, en las mezclas.

Los valores de OBC,,, G',,y c* en las mezclas cristalizadas se midieron cuando el
valor de SFC,, se alcanzo. Este punto represento el incremento en la masa de
cristales (incremento en el SFC) que da como resultado la formaciéon de una red
tridimensional de cristales de grasa sdlida la cual llega a ser basta pero a la vez no

afecta la distribucién tridimensional de la masa de cristales previamente formados. El
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grupo de investigacion dirigido por Marangoni (Marangoni, 2000; Marangoni y Rogers,
2003) ha demostrado que el comportamiento elastico (G’) y el punto de cedencia (c*)
de una red tridimensional de cristales de grasa estan asociados con la proporcion de
la fraccidon sélida formada (SFC), la distribucion y forma de los cristales que dan
origen a la red tridimensional y las fuerzas interfaciales que se originan entre la fase

sélida y la fase liquida a través de la red de los cristales.

El comportamiento de G',, y ™ en funcion del SFC,, para cada uno de los tipos de
mezclas de la MC se muestran en la Figura 27. Las lineas de ajuste para estas
graficas muestran el comportamiento general de los valores de G’,, y ¢* en funcién
de SFC,, independientemente de la mezcla evaluada. Considerando el valor del
superenfriamiento de las mezclas de la MC los valores mas grandes para G, y ¢*
se observaron a las mayores y menores condiciones de superenfriamiento usadas
(13.0°C en 30%MC:Aceite de canola y 10.0°C en 30% MC:Aceite de soya )(Figura
23Dy 24A). Estos valores de G',, y ¢* correspondieron al mayor y el menor nivel de
SFC,, en ambas mezclas respectivamente. A valores intermedios de SFC_, en las

mezclas se observo un menor valor de G, y ™.

El comportamiento general de G',, y ¢* para ambas mezclas se dividié en dos
regiones. En la primera region G, y ¢* decrecieron conforme SFC,, incrementé en
un intervalo de 20-23% (Figura 27). Independientemente de la mezcla evaluada esta
region se asocio con estructuras de la red de cristales conformadas por mezclas de
pequenos cristales ’ y grandes cristales B (Figuras 23C y D y Figura 24D) . Asi en
esta primera region se observo que conforme el valor SFC,, incremento entre 20-23%
el tamano de los cristales 3 fue menor vy la estructura de la red de cristales de grasa

fue mas densa y los valores de G’,, y ¢* disminuyeron.

En la segunda region G',, y c* presentaron una relacion directa con el SFC,,
independientemente de la mezcla evaluada (Figura 27). En esta segunda region la
presencia de cristales B solo se hizo evidente en la estructura de la red de cristales
de grasa formada a 12.0°C en la mezcla de 30%MC:Aceite de soya. Se observo que

lascondiciones de mayor superenfriamiento para cada una de las mezclas
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se encontraron en esta segunda region, en la cual se desarrollé una estructura de
la red de cristales de grasa muy densa, constituida principalmente poragregados

de pequenios cristales p’.

El menor valor de elasticidad (G’,,) se encontro entre el limite de la primera y la
segunda regioén (Figura 27A) y correspondié a la mezcla de 30%MC:Aceite de canola
cristalizada a 10.5°C , la cual tuvo un valor de SFC,, de 23.6%. De la gréfica
correspondiente al comportamiento general de ¢* (Figura 27B) se pudo observar
también que el menor valor de c*correspondid a las misma condicion de

cristalizacion.

Una transicion polimorfica estuvo asociada con el cambio en el comportamiento de
G'., Y o™ entre la primera y la segunda region (Figura 27). Esta transicion polimorfica
se encuentra relacionada con la formacion de grandes cristales  a temperaturas
superiores a 10.5°C (11.5" y 13.0° para la mezcla 30%MC:Aceite de canolay 13.5°C
para 30%MC:Aceite de soya ; Figura 23Cy Dy 24D respectivamente). Se pudo
observar que para la mezcla de 30%MC:Aceite de canola los cristales 3 fueron de
mayor dimension en comparacion con los de la mezcla de 30%MC:Aceite de soya.
Las transiciones polimorficas ocurridas en cada una de las mezclas de MC estuvieron

asociadas con modificaciones en la distribucién de red de cristales de grasa.

El comportamiento de la primera region resulté ser mas dificil de explicar,
puesto que conforme el valor de SFC,, decrecio, se observo la formacién de una
estructura de la red de cristales de grasa mas libre ademas en esta region es donde
se observaron los mayores valores para G',, y ¢*. Region en la que se encontraron
las condiciones de superenfriameinto mas bajas para cada una de las mezclas, lo
que da origen a que los sistemas cristalizados formen una estructura de la red de
cristales de grasa constituida por una mezcla de pequefios cristales 8’ y grandes
cristales B. Cuando los cristales B llegaron a ser de gran dimensién y el valor de
SFC,, decrecio, los espacios existentes entre los cristales 8 fueron ocupados por
pequefos cristales B’. Los pequefos cristales B’ podrian estar actuando como

particulas de enlace incrementando el area superficial mediante fuerzas de van der
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Waals entre los cristales 3, dando origen a una estructura caracteristica a la red de
cristales de grasa con valores bajos de SFC,, pero la mayores valores para G',, y ¢*.
Sin embargo hay que poner de manifiesto que valores altos para G, y ¢* no siempre
fueron alcanzados por los sistemas cristalizados en los cuales se observo la
presencia de mezclas de cristales B’ y B (10.5° y 11.5°C para la mezcla de
30%MC:Aceite de canola). Esto nos hace pensar que existe un efecto estructural
cooperativo en donde se requiere una proporcion adecuada entre los cristales 3’y 3

asi como de un tamano correcto de cada uno de los cristales.

El comportamiento de G, y ¢* en funcion de SFC,, para las mezclas de
60%GBA:Aceite de canola y 60%GBA:Aceite de soya se en la Figura 28. De estas
graficas se pudo observar que independientemente de la mezcla evaluada el

comportamiento G’,, y ¢* fue muy similar.

De acuerdo al estudio realizado por Campos et al., (2002) con GB pura, encontron
que las propiedades mecanicas de la red tridimensional formada por los cristales de
TAGs estuvieron en funcién del numero de interacciones particula-particula que se
presentaron en el sistema. El nUumero de posibles interacciones entre las particulas
es proporcional al numero y tamano de los cristales que conformaron la red
tridimensional. No hay que olvidar que la cristalizacidon de grasas es un proceso muy
complejo afectado por las condiciones de procesamiento, las cuales influyen en la
transferencia de masa y calor, asi como en la formacién de la red tridimensional de
cristales de TAGs.

Independientemente de la mezcla de GBA evaluada se observo (Figura 28) que G',,
y c* presentaron una relacion directa en funcion de SFC,,. Por lo que conforme el
valor de SFC,, incremento G, y ¢* también incrementaron. En ambas mezclas de
la GBA el mayor valor de SFC,, se observé a la menor T, (19.0°C), la cual
representd la mayor condicién de superenfriamento y fue a esta T, donde se
obtuvieron los mayores valores para G',, y ¢*. Bajo una condicion elevada de
superenframiento como es el caso de la T, a 19.0°C, la cinética de cristalizacion se

di6 de forma muy rapida, produciendo una alto valor de SFC,,. Ademas la red
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aceites de canola y soya.
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tridimensional de cristales de TAGs estuvo constituida de un gran numero de
pequefas particulas de cristales (Figuras 25A y 26A), que nuclearon en su forma
polimérfica menos estable que la forma «, resultando en una distribucidn espacial
de la masa de cristales mas homogénea. Ademas por el gran numero de cristales que
conforman la estructura (Figuras 25A y 26A) el numero de interacciones particula-
particula fue elevado, esto llevé a la formacion de una red de cristales de TAGs mas
firme, lo cual se refleja a traves de los valores de G’,, y o™ obtenidos a esta condicion

de cristalizacion.

Conforme se increment¢ la T, el valor el SFC,, disminuyé al igual que los valores de
G, ¥y o*. Al llegar a la menor condicion de superenfriamiento, dada por la mayor T,
(24.0°C) se observo que la cinética de cristalizacion se dié de forma mas lenta. Esto
resulté en una red de cristales de TAGs formada en un periodo de tiempo mas largo,
con un valor de SFC,, menor y en donde se logro observar cristales de mayor
dimensién (Figuras 25D y 26D), que nuclearon en su forma polimérfica mas estable
(forma B’) y una distribucion espacial de la masa de cristales un poco menos
homogénea, originando una red de cristales de TAGs menos firme, por lo tanto los

valores de G’,, y o* fueron menores.

Jahaniaval et al. (2001) han establecido que en la cristalizacion de TAGs, los cristales
formados dan origen a un agregado tridimensional que forma una matriz sélida en
liquido. En este sistema la parte liquida que se encuentra ocluida en la fase sélida,
actua como una fase continua y junto con la fraccion soélida son responsables del
comportamiento viscoelastico del sistema, esta propiedad fisicoquimica es conocida
como la capacidad de retencion de aceite (OBC). La OBC de un sistema cristalizado
es asociada principalmente con las propiedades de humectacion de los cristales
dentro de la pase liquida asi como de la compatibilidad estructural entre los TAGs de

la superficie del cristal y los TAGs de la fase sélida.

El comportamiento de OBC,, en funcién del SFC,, para las mezclas de la MC y de la
GBA se presentan en la Figura 29. En la Figura 29A se observé que a la temperatura

de 13.0° de la mezcla de 30%MC:Aceite de canola donde la red de cristales esta
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constituida por una mezcla de pequefios cristales 3’ y grandes cristales 3 (Figura 23D),
fue la condicién done se obtuvo el mayor valor de OBC,,. En contraste para la
temperatura de 10.0°C de la mezcla de 30%MC:Aceite de soya, la red de cristales
estuvo conformada por un gran numero de pequenos cristales b’ (Figura 24A) ademas
de ser la Tcr correspondiente al mayor valor de superenfriamiento fue la que presenté

el menor valor de OBC,,

Para las mezclas de la GBA (Figura 29B) se obtuvo que la diferencia obtenida en los
valores de OBC,, a cada una de las T, utilizadas no resulté ser estadisticamente
significativa (p< 0.10). Igual que las mezclas de la MC el mayor valor de OBC,, se
observéd ala T, de 24.0°C, la cual represento la condicién de superenfrimiento menor
en estas mezclas. A esta temperatura fue a la que se obtuvo el menor valor de SFC,,
y como se pudo se observar de las microfotografias (Figuras 25D y 26D) el sistema
desarrollo una red conformada por cristales en la forma B’ los cuales formaron
pequefios aglomerados. En contraparte a la T, de 19.0° donde se presenté el mayor
valor SFC,, y la red se conformo de una mezcla de gran numero de pequefiisimos

cristales B’y B, fue donde se obtuvo el menor valor de OBC,,.

En las grasas plasticas normalmente se esperaria que el OBC incrementara conforme
la cantidad total de cristales que constituyen la red tridimesional también incrementara.
Sin embargo se pudo observar (Figura 29) que tanto para las mezclas de la MC como
para las de la GBA este comportamiento no se cumplio, ya que el OBC,, tuvo una
relacion inversa con el SFC,.. Por lo que conforme se incremento el valor de SFC,, el
OBC,, disminuyd. Estos resultados indicaron que la capacidad de la red tridimensional
de los cristales TAGs para mantener ocluida la fase liquida dentro de la sélida, no
depende unicamente del SFC, sino también del tamario y distribucién de los cristales

dentro del sistema cristalizado.
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6. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos a través de esta investigacidén mostraron la importancia de
considerar las interacciones moleculares entre los TAGs de diferente composicion y
conformacion (TAGs de la MC o GBA con TAGs de aceite de canola o soya), asi como
su efecto en el proceso de cristalizacion. Esto permite elegir la grasa y/o aceite
apropiados de acuerdo a la aplicacion y las propiedades funcionales que se deseen
obtener. La GBA es una grasa constituida por una mezcla compleja de TAGs
mayoritariamente del tipo SSU SUU, conformados por acidos grasos de longitud de
cadena corta y media. Respecto a la MC esta compuesta principalmente por TAGs

simétricos.

Las mezclas evaluadas en ese trabajo fueron 30%MC:Aceite vegetal y
60%GBA:Aceite vegetal y sus diferencias en la composicién de los TAGs se vieron
reflejadas en el comportamiento de las propiedades de cambio de fase y el SFC,. En
las mezclas de 60%GBA:Aceite vegetal presentaron un comportamiento en la
cristalizacion y la fusion (en régimen dinamico de DSC) mas complejo debido a la
presencia de un mayor numero de familias de TAGs que en las mezclas de
30%MC:Aceite vegetal. Para las mezclas de 60%GBA:Aceite vegetal los valores de
SFC,, fueron menores (7.0 - 10.0%) en comparacion con los obtenidos para las
mezclas de 30%MC:Aceite vegetal (20.0 y 27.0%), a pesar que en las mezclas de la

GBA el porcentaje de grasa fue mayor.

Del analisis isotérmico de DSC y en base a los estudios de difraccion de rayos x se
observd que en las 60%GBA:Aceite vegetal a T., menores de 20.0°C los TAGs
cristalizaron como una mezcla de pequerios cristales 3’ y 3, mientras que a T,
mayores a 20.0°C Unicamente se observo la presencia de cristales . En contraste,
en las mezclas de 30%MC:Aceite vegetal a temperaturas menores de 11.0°C se
observé que los TGAs de la MC cristalizaron en la forma B’ y a temperaturas mayores

de 11.0°C se obtuvo una mezcla de pequefios cristales B’ y grandes cristales B.

Evaluando la cinética de cristalizacion mediante el modelo de Avrami y el analisis

visual de lo videos obtenidos por MLP se determindé que en las mezclas de
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30%MC:Aceite vegetal a temperaturas menores de 11.0°C la nucleacion fue
instantanea y a Tcr mayores a 11.0°C la nucleacion se dié en forma esporadica. Sin
embargo independientemente de la T., las mezclas de 30%MC:Aceite vegetal
siguieron un mecanismo de crecimiento esferulitico. En el caso de las mezclas de
60%GBA:Aceite vegetal independientemente de la T la nucleacion se dio
instantaneamente, pero el mecanismo de crecimiento del cristal fue diferente a cada
Te,

Los propiedades reologicas evaluadas mediante G',, y c* y el OBC,, se evaluaron en
funcion del SFC,,. En las mezclas de 60%GBA:Aceite vegetal un incremento de SFC,,
estuvo asociado con incremento en G’,, y ¢* y un decremento de OBC,,. En las
mezclas de 30%MC:Aceite vegetal el incremento de SFC,, también correspondio a
un decremento en OBC,,, sin embargo en el caso de G',, y ¢* estos presentaron un
comportamiento mas complejo en funcion de SFC,, debido a la presencia de un

transicion polimérmica.

Las condiciones de cristalizacion tuvieron un efecto importante en el tamafo, numero
y distribucién de los cristales, en el polimorfismo, asi como en la capacidad de

mantener ocluida la fase liquida en la fase sélida en los sistemas evaluados.
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