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RESUMEN

Se aplicaron las técnicas de interesterificacion y organogelacion para
estructurar sistemas grasos con aceite de coco; que tiene la particularidad de
una composicion mayoritaria de acido laurico (C12), lo que le confiere
propiedades que pueden representar ventajas en sus potenciales y actuales
aplicaciones tecnoldgicas, por su punto de fusidn y comportamiento de
cristalizacion. Los sistemas para interesterificacion incluyeron manteca de
cerdo; grasa animal con un arreglo en sus triacilglicéridos (TAGs) que le
confiere caracteristicas consideradas inadecuadas para su uso en industria, ya
que su cristalizacion promueve una textura granulosa y con poca estructura. Su
interesterificacion con el aceite de coco en proporcidon 70:30 y 80:20
(manteca:coco) resulto en las mezclas IBE70, IBE8O para el proceso
enzimatico, y en IBC70, IBC80 para la interesterificacion quimica. Se
caracterizaron por indice de acidez (lA), indice de yodo (lY) y comportamiento
térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los resultados de IY
mostraron que los TAGs saturados del aceite de coco tienen un efecto
importante sobre la manteca de cerdo, en las mezclas 70:30. Con DSC se
encontré que los perfiles de fusion de IBE y IBC no son estadisticamente
diferentes (p>0.05). Todas las IB presentaron mayores entalpias de fusion y
cristalizacion (AHc, AHu) con respecto a las mezclas sin interesterificar por lo
que tuvieron formacion de cristales mas homogéneos, con un mayor grado de
arreglo intermolecular. El perfil térmico particular de las IB indicé una posible
aplicacion como sustituto de manteca de cacao (CB). El comportamiento
térmico, contenido de solidos grasos, asi como la textura y microestructura de
una mezcla de CB:IBE70 (80:20) demostré potencial como ingrediente para el
desarrollo de un sustituto de CB. Para la organogelacion se eligieron como
solventes: aceite de cartamo alto en acido oléico (HOSFO) y una mezcla de
aceite de coco con HOSFO (15:85). Como agente gelante principal se utilizd
una mezcla comercial de monoacilglicéridos (MAG) en cuatro concentraciones,
y acido palmitico (PA) y hexadecanol (HD) como cogelantes en su
concentracion critica gelante. Los organogeles se caracterizaron por DSC,



reologia, microscopia de luz polarizada y contenido de solidos. Por DSC se
observaron dos transiciones: una entre -2 y 15 °C; y la otra por arriba de 15 °C,
por lo que a estas temperaturas se tiene un sistema con la estabilidad
termodinamica necesaria para poder evaluar los oleogeles en dos fases
diferentes. Los MAGs, en las concentraciones de estudio mas bajas (MAGC1 y
MAGC2), por si solos no tienen capacidad de gelacion, pues se encuentran por
debajo de su umbral de gelacion. Se encontr6 que el PA tiene una gran
influencia sobre la estructuracion de MAGs, aumentando la estructura y por
consiguiente las propiedades viscoelasticas. Los sistemas con HD presentaron
menor capacidad de estructuracion. El analisis reolégico mostro un efecto del
tipo de solvente utilizado sobre la viscoelasticidad de los organogeles. En
general los organogeles con la mezcla de HOSFO y aceite de coco (BLEND)
resultaron con una menor viscoelasticidad que los organogeles de HOSFO. La
microestructura y el contenido de solidos grasos apoyaron los resultados
reologicos, pues se encontréo un comportamiento de cristalizacion individual, en
el que MAGs y cogelante formaron unidades cristalinas independientes que
contribuyeron a un efecto sinérgico en la reologia de los oleogeles disenados.



SUMMARY

Interesterification and organogelation techniques were applied to structure fatty
systems with coconut oil; which has the particularity of a majority composition of
lauric acid (C12), which gives it properties that can represent advantages in its
potential and current technological applications, due to its melting point and
crystallization behavior. Interesterification systems included lard; animal fat with
an arrangement in its triacylglycerides (TAGs) that gives it characteristics
considered unsuitable for use in industry, because its crystallization promotes a
grainy texture with poor structure. Its interesterification with coconut oil in a ratio
of 70:30 and 80:20 (butter: coconut) resulted in mixtures IBE70, IBE8O for the
enzymatic process, and in IBC70, IBC80 for chemical interesterification. They
were characterized by acidity index (Al), iodine index (IY) and thermal behavior
by differential scanning calorimetry (DSC). The results of IY showed that
saturated TAGs of coconut oil have an important effect on lard, in mixtures
70:30. With DSC it was found that the fusion profiles of IBE and IBC are not
statistically different (p> 0.05). All the IBs presented higher enthalpies of fusion
and crystallization (AHcr, AHM) versus the uninteresterified mixtures, so that
they had more homogeneous crystal formation, with a higher degree of
intermolecular arrangement. The special thermal profile of the IBs indicated a
possible application as a cocoa butter (CB) substitute. The thermal behavior,
content of fatty solids, as well as the texture and microstructure of a mixture of
CB: IBE70 (80:20) demonstrated potential as an ingredient for the development
of a CB substitute. For the organogelation, safflower oil high in oleic acid
(HOSFO) and a mixture of coconut oil with HOSFO (15:85) were chosen as
solvents. As a main gelling agent, a commercial mixture of monoacylglycerides
(MAG) was used at four concentrations, and palmitic acid (PA) and hexadecanol
(HD) as cogelants in their critical concentration.

The oleogels were characterized by DSC, rheology, polarized light microscopy
and solids content. Two transitions were observed by DSC: one between -2 and
15 ° C; and the other above 15 ° C, so at these temperatures there is a system



with the thermodynamic stability necessary to evaluate oleogels in two different
phases. MAGs, at the lowest study concentrations (MAGC1 and MAGC2), alone
do not have gelation capacity, as they are below their gelation threshold. It was
found that the PA has a great influence on the structuring of MAGs, increasing
the structure and therefore the viscoelastic properties. The systems with HD had
lower structuring capacity. The rheological analysis showed an effect of the type
of solvent used on the viscoelasticity of organogels. In general, the organogels
with the mixture of HOSFO and coconut oil (BLEND) resulted in a lower
viscoelasticity than the organogels with HOSFO. The microstructure and the
content of fatty solids supported the rheological results, since an individual
crystallization behavior was found, in which MAGs and cogelator formed
independent crystalline units that contributed to a synergistic effect in the

rheology of the designed oleogels.



1. INTRODUCCION.

Las grasas y aceites son biomoléculas de estructura homogénea y con alta
densidad caldrica; son un componente importante de la dieta, proveyendo
diversas caracteristicas a los alimentos como: sabor, palatabilidad, textura,
aroma, entre otras. También pueden ser fuente y vehiculos de vitaminas
liposolubles. Su origen puede ser animal, vegetal, marino, o combinaciones
manufacturadas por procesamiento industrial (Vaclavik y Christian, 2014).
Quimicamente las grasas y aceites consisten en triacilglicéridos (TAGSs),
moléculas conformadas por un glicerol con tres acidos grasos esterificados en
cada uno de sus grupos funcionales. Dependiendo del grado de saturacién de
los acidos grasos presentes en los TAGs, de la relacion de masa solida
cristalina/ aceite liquido, y de la estructura cristalina formada por los TAGs, las
grasas tendran un estado fisico especifico, asi como funcionalidad determinada
(plasticidad o textura) (Ramel et al., 2016). Con base en esto, la fase cristalina
se ve aumentada con el incremento en el contenido de acidos grasos saturados
o trans. Sin embargo, el consumo en altos niveles de este tipo de acidos
grasos, esta entre los factores que contribuyen al desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (Naderi et al., 2016).

En México, la principal causa de muerte son las enfermedades del corazon,
seguida de diabetes mellitus y cancer. Esto tiene un origen multifactorial: mala
alimentacion, estrés y falta de actividad fisica, principalmente (INEGI, 2013). En
cuanto a los factores alimentarios, se considera el impacto negativo que tiene el
consumo de grasas saturadas y frans sobre la incidencia de problemas de salud
como: efectos en el perfl de colesterol, incremento de problemas
cardiovasculares, y de sindrome metabdlico (Rogers, 2009). Por otro lado, se
ha encontrado que el consumo de ciertos componentes lipidicos bioactivos,
tales como: vitaminas liposolubles, fitoesteroles, carotenoides, acidos grasos
poliinsaturados; asi como ciertos lipidos estructurados, tienen efectos benéficos
en la salud humana como la prevencion de enfermedades cardiovasculares, de
desdrdenes inmunoldgicos, sobrepeso, problemas visuales, cancer, estan entre

los mas importantes (Chen et al., 2013).



Las grasas y aceites tienen diferentes niveles de estructura, cada uno de los
cuales tiene impacto sobre las propiedades macroscépicas de estos materiales.
La diferencia entre ambas terminologias radica en su estructura molecular,
misma que se refleja en sus propiedades fisicas y quimicas; generalmente los
aceites contienen acidos grasos insaturados, son fluidos a temperatura
ambiente y su origen predominante es vegetal. Las grasas, por su parte, son
comunmente de origen animal, son sélidas o semisdlidas y su composicion es
mayoritariamente de acidos grasos saturados; existes grasas “endurecidas”
como las hidrogenadas, algunas interesterificadas o fraccionadas, en donde su
textura (dureza) se debe al tratamiento y/o seleccion de los acidos grasos que
las componen (Lusas et al., 2012). Los TAGs de acidos grasos saturados vy
trans presentan un estado sélido debido a su capacidad de ensamblarse a partir
de nucleacion y crecimiento de pequefos cristales que interactuan a través de
interacciones no-covalentes, formando una red continua de cristales. Esta
capacidad de estructuracién provee caracteristicas deseables en muchos
alimentos por ejemplo firmeza, sensacion bucal, propiedades viscoelasticas.
Estas son propiedades funcionales de grasas en alimentos, ya que tienen una
funcién especifica para lograr las caracteristicas finales de los productos
(Rogers, 2009; Kim et al., 2017). En general, la sustitucion de estas grasas,
suele ser un gran reto, pues al tratar de mejorar los aspectos que impactan la
salud, se sacrifican propiedades funcionales en los alimentos. Una de las
soluciones actuales es la sustitucion de grasas frans con grasas saturadas de
fuentes naturales, como el aceite de palma; aunque existen implicaciones
negativas en cuanto al dafio ecoldgico asociado a las plantaciones de palma, y
los posibles efectos negativos del consumo a largo plazo de grasas saturadas
(Patel, 2018). Es por esto necesario explorar alternativas de estructuracion de
grasas y aceites, para obtener propiedades fisicoquimicas funcionales, sin
efectos negativos en la salud. Los lipidos estructurados son TAGs modificados
para mejorar sus propiedades funcionales y/o nutricionales (Da Silva et al.,
2012). La estructuracion tradicional se basa en la diversidad molecular de los
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TAGs, promoviendo cambios quimicos o de condiciones de procesamiento, que
se traduciran en cambios en las propiedades fisicas de los materiales
(Davidovich-Pinhas et al., 2016).

La estructuracidon esta basada en gran medida en que los aceites (en su estado
liquido natural) no proveen la estructura solida cristalina que presentan las
grasas saturadas, por lo que es necesario modificarlos o estructurarlos para
darles una textura mas adecuada para uso en productos alimenticios (Zetzl y
Marangoni, 2012).

Las técnicas y reacciones mas aplicadas para la modificacion quimica de la
estructura de grasas y aceites son: la hidrogenacion (total y parcial) y la
interesterificacion. La hidrogenacion implica la adicion de hidrégeno sobre los
dobles enlaces de los acidos grasos insaturados para cambiar la consistencia
de los aceites, cuando la reaccion es parcial causa la formacion de acidos
grasos frans, a estos compuestos se les han atribuido efectos negativos en los
niveles plasmaticos de lipoproteinas, especificamente en el incremento de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas en inglés) conocidas como
colesterol “malo”, al mismo tiempo que disminuyen los niveles de lipoproteinas
de alta densidad (HDL por sus siglas en inglés), lo que los implica en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, cancer, y desoérdenes
metabdlicos cronicos (Edmund y Marangoni, 2012). Por su parte, la
interesterificacion se refiere a reacciones entre ésteres (intercambio éster-
éster), con un acido graso (aciddlisis) u opcionalmente con un alcohol
(alcoholisis). El intercambio de acidos grasos dentro o entre moléculas de
TAGs, cambia las propiedades fisicas y quimicas de los lipidos: punto de fusion,
compatibilidad de diferentes triglicéridos en estado solido, y la plasticidad del
producto resultante como consecuencia de un cambio en las propiedades de
cristalizacion (De Clercq et al., 2011; Cardona et al., 2013). Asimismo, pueden
combinarse propiedades de diferentes mezclas de grasas y aceites., para
alterar la composicion de TAGs del material lipidico (Moreno et al., 2008).
Ciertas condiciones en el procesamiento de las grasas como la cristalizacion

controlada de TAGs, mejor conocida como fraccionamiento, pueden producir

11



fracciones de interés con nuevas composiciones fisicoquimicas (Davidovich-
Pinhas et al., 2016).

Otra forma de estructuracion es la organogelacion, que representa un método
alternativo a los ya descritos y puede ser aplicado para modificar las
propiedades fisicas de aceites sin alterar sus caracteristicas quimicas. Los
organogeles pueden definirse como materiales supramoleculares,
termorreversibles y bicontinuos en donde el agente gelante se autoensambla y
forma una red tridimensional cristalina atrapando fisicamente liquidos organicos
(Lépez-Martinez et al., 2015). Los oleogeles son materiales considerados como
valiosos sustitutos para reducir o eliminar grasas saturadas, y de manera mas
importante, grasas trans en la industria de alimentos (Lupi et al., 2016).

Debido a la creciente preocupacion por el impacto nutricional de los acidos
grasos frans sobre la salud, la estructuracion ha resultado ser un buen método
para disefar grasas que no contengan estos compuestos. (Ribeiro et al., 2009).
Los oleogeles presentan viscoelasticidad, lo que les da una apariencia solida;
esto se logra gracias a la capacidad de autoensamble de las moléculas
estructurantes (organogelantes) (Lupi et al., 2016).

Se han identificado diversos organogelantes, o compuestos responsables de la
gelacién, presentando la capacidad de gelar a concentraciones por debajo del
10%, algunos pueden hacerlo incluso en concentraciones tan bajas como 0.5-
2%. Cuando el liquido organico es un aceite, el sistema se define como un
oleogel (Zetzl y Marangoni, 2012).

El aceite de coco es un material especial, con una composicion vy
comportamiento de fase relativamente simples; contiene un 90% de acidos
grasos saturados, el acido laurico representa la mitad de estos. Su contenido en
acidos grasos de cadena media (acidos grasos de 6 a 12 atomos de carbono),
le confiere a este aceite una mayor solubilidad en agua cuando sus TAGs son
hidrolizados en el organismo y por lo tanto, una mejor digestibilidad que acidos
grasos de cadena larga como el palmitico (16 C) o el estearico (18 C)
(Cassiday, 2016; Nugrahini et al., 2015). Se ha encontrado que los acidos
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grasos de cadena media, como los contenidos en el aceite de coco, tienen
actividad biologica para la salud humana, reduciendo el riesgo de
enfermedades del corazon, como la aterosclerosis (Chaleepa et al., 2010).

Por otra parte, existen grasas de dificil manejo y/o estructuracion como la
manteca de cerdo por lo que requieren modificaciones fisicas y quimicas para
poseer propiedades de interés tecnoldgico. Con base en esto, el proposito de
esta investigacion es estructurar al aceite de coco en mezclas con manteca de
cerdo a través de procesos de interesterificacion, quimica y enzimatica; y en

mezcla con aceite de cartamo, por medio de organogelacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Lipidos

El término lipido se usa para clasificar un amplio numero de sustancias que
tienen caracteristicas fisicoquimicas diferentes, siendo su solubilidad en
solventes organicos no polares, la propiedad en comun para su clasificacion,
debido a su naturaleza no polar. Algunos lipidos, en particular acidos grasos y
esteroles son esenciales para la vida animal y vegetal. Los lipidos son
elementos clave en la estructura, bioquimica, fisiologia y estatus nutricional de
los individuos pues estan involucrados en: a) la estructura celular, b) reserva
energética de células, c) la formacion de metabolitos reguladores y d) en la
regulacion y expresion genética. Otro aspecto importante relacionado con los
lipidos es el papel que juegan en el tratamiento y/o origen de muchas
enfermedades que pueden afectar a las personas (Valenzuela, 2013). La
importancia estructural, metabdlica y nutricional de los lipidos en el organismo
es respaldada por numerosas investigaciones en diferentes modelos biolégicos
(celular, animal, humano). (Badui, 2006).

Ademas de su importancia metabdlica, las grasa y aceites tienen un papel muy
importante en alimentos: imparten sabor, potencian aromas, actuan como
vehiculos de ingredientes y vitaminas liposolubles; imparten atributos
sensoriales como cremosidad, palatabilidad, untabilidad; caracteristicas
mecanicas como firmeza, cohesividad, y estructura; propiedades fisicoquimicas
como el perfil de fusion y alta capacidad de transferencia de calor; y
propiedades reolégicas como la viscoelasticidad (Marangoni de Oliveira et al.,
2015, Ramel et al., 2016).

2.1.1. Clasificacion

La clasificacion de lipidos es posible con base en sus propiedades fisicas a
temperatura ambiente (los aceites son liquidos, las grasas son solidas); en la
polaridad (lipidos neutros y polares); en la esencialidad para la nutricién
humana (acidos grasos esenciales y no esenciales); o con base en su

estructura (simples y complejos).
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Por la alta polaridad de algunos acidos grasos, la clasificacion mas adecuada
es la basada en estructura. De esta forma, los lipidos pueden ser clasificados

como derivados, simples y complejos (Cuadro 1.).

Cuadro 1. Clasificacion de lipidos.

Clasificacion de lipidos

1. Lipidos derivados: acidos grasos y alcoholes (son la base de los lipidos

simples y complejos)

2. Lipidos simples: compuestos de acidos grasos y alcoholes: acilgliceroles,
éter-acilgliceroles, esteroles y sus ésteres; y ésteres de ceras. En
general, pueden ser hidrolizados en dos componentes diferentes,

usualmente un alcohol y un acido.

3. Lipidos complejos: glicerofosfolipidos, gliceroglicolipidos y esfingolipidos
(al hidrolizarse se obtienen tres 0 mas componentes)

(O'Keefe, 2002)

2.1.2. Composicién quimica
Los lipidos son un grupo de compuestos organicos de cadenas
hidrocarbonadas alifaticas o aromaticas; compuestos principalmente por TAGs.

También pueden contener fosforo, nitrogeno y azufre (Valenzuela, 2013).

Los glicéridos incluyen monoglicéridos (Figura 1), diglicéridos y triglicéridos. Los
primeros dos tienen funcién de emulsificantes en alimentos, mientras que los
triglicéridos (TAGs) constituyen la mayoria de las grasas y aceites que se

encuentran en los alimentos (>95%).
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Figura 1. Formacion de un monoglicérido

Los triglicéridos son insolubles en agua y pueden encontrarse tanto en estado
liquido como solido a temperatura ambiente; las formas liquidas generalmente
se conocen como aceites, y las formas sélidas como grasas.

Si se esterifican tres acidos grasos con glicerol, se produce un triglicérido. Si
este triglicérido contiene 3 acidos grasos iguales se conoce como triglicérido
simple; y si contiene 2 o 3 acidos grasos diferentes se le llama triglicérido mixto.
En la molécula de glicerol no hay suficiente espacio para que los tres acidos
grasos tengan la misma orientacion, por lo que los arreglos espaciales se dan

como “forma escalonada” y “horquilla” (Figura 2) (Vaclavik et al., 2014).

Figura 2. Arreglo de triglicérido en forma de horquilla (izquierda), en forma

escalonada (derecha)
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2.1.3. Acidos grasos.

Los acidos grasos constituyen la base de la estructura de los TAGs y son
acidos carboxilicos que tienen una cadena alifatica no ramificada, ya sea
saturada o insaturada. (Chen, 2013).

En un extremo de la cadena tienen un grupo metilo (CH3) y en el otro extremo el
grupo carboxilo (COOH). La mayoria de los acidos grasos que existen
naturalmente contienen de 4 a 24 atomos de carbono, y en casi todos los casos
contienen un numero par de carbonos conformando la cadena (Vaclavik et al.,
2014). Los acidos grasos determinan las propiedades y caracteristicas que
poseeran las grasas y aceites que los contengan. Los aceites, normalmente de
fuentes vegetales, son liquidos a temperatura ambiente y contienen altos
niveles de acidos grasos insaturados comparados con las grasas sdlidas, las
cuales se componen predominantemente de acidos grasos saturados (Kim et
al., 2017). Otra caracteristica destacable de los acidos grasos, que se presenta
al formar parte de TAGs, es la posicion que ocupan en la molécula del glicerol,
lo que se conoce como distribucion regioespecifica. Esta distribucién de los
acidos grasos en los TAGs, se refiere a la posicion del glicerol en la que se
esterifican, siendo estas: sn-1, sn-2 y sn-3, donde sn representa la numeracion
estereoespecifica de los grupos funcionales de la molécula de glicerol. El
interés nutricional radica en la accidon metabdlica de la enzima lipasa
pancreatica sobre los TAGs durante la digestion de grasas y aceites, ésta solo
hidroliza acidos grasos en las posiciones sn-1 y sn-3. (Lopes et al., 2016). La
numeracion estereoespecifica también interesa mucho en la tecnologia de
aceites y grasas, pues esto determina propiedades muy especificas de ciertos
materiales. Por ejemplo, el comportamiento de fusion distintivo de la manteca
de cacao, se debe a su peculiar composicion de TAGs y a la distribucion de
acidos grasos en estos, donde el acido oleico aparece siempre en la posicidon
sn-2 de los TAGs que la componen (Mohamed, 2015).
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2.1.4.1. Acidos grasos saturados

Los acidos grasos saturados son aquellos que en su estructura quimica solo
poseen enlaces simples carbono-carbono. Los mas comunes en alimentos son
los de 14, 16 y 18 atomos de carbono, con excepcion de la leche y el aceite de
coco, que contienen acidos grasos entre 4 y 12 atomos de carbono. A
temperatura ambiente presentan un estado sélido y alta temperatura de fusion
(Vaclavik y Christian, 2014). Por su estructura, los acidos grasos saturados son
altamente estables desde el punto de vista quimico. Este tipo de acidos grasos
representan el 30-40% de la grasa total del tejido animal. (Torrejon, 2011).
Estudios observacionales y de salud, han asociado el consumo de ciertos
acidos grasos saturados con el aumento de enfermedades cardiovasculares
(ECV). En un estudio (Hu et al., 1997), se estimd que el reemplazo del 5% de la
energia proveniente de acidos grasos saturados, por grasa insaturada podria
reducir el riesgo de ECV hasta en un 42%. Con estos estudios se comprendio
que mas que el porcentaje de grasa ingerida, es el tipo de grasa lo que
determina el riesgo de ECV. Otros estudios han permitido observar que los
acidos grasos saturados con cadenas de 12-16 carbonos tienden a aumentar
los niveles plasmaticos de colesterol total, LDL (lipoproteinas de baja densidad)
y HDL (lipoproteinas de alta densidad), sin embargo, se ha visto que el acido
estearico (18:0), no tiene estos efectos. Por otra parte, no se ha visto que los
acidos grasos de cadena corta (4-6 C) y de cadena media (8-10 C) modifiquen
el riesgo de ECV. (Kris-Etherton y Yu, 1997; Hu et al.,1999).

Desde el punto de vista tecnolégico, es de interés la formacién de cristales, las
diferentes formas que pueden adoptar estas estructuras, sus propiedades
térmicas y su reologia. Las moléculas de aceites y grasas, al someterse a un
enfriamiento, pueden alinearse e interactuar para formar cristales. Las
moléculas que se alinean facilmente necesitan liberar menos energia para su
cristalizacion, y por esto tienen mayores puntos de fusion y una tendencia a
formar cristales de tamafno grande. Esto aplica para las grasas compuestas por
TAGs conformados de acidos grasos saturados, que exhiben una estructura

lineal, sin dobles enlaces y cadenas alifaticas generalmente largas. La
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variabilidad en la composicion de grasas influye en el tipo de cristalizacion que
tienden a desarrollar. En este sentido, las grasas homogéneas, forman cristales
de mayor tamano. La manteca de cerdo es un ejemplo de grasa homogénea, en
donde sus TAGs contienen acido estearico, palmitico y un acido graso
insaturado, usualmente oleico. Por lo tanto, esta manteca presenta una

cristalizacion “gruesa” del tipo B. (Vaclavik y Christian, 2014).

2.1.4.2. Acidos grasos insaturados

Con base en el numero de dobles enlaces, los acidos grasos insaturados se
agrupan en dos clases principales: Acidos grasos monoinsaturados y &cidos
grasos poliinsaturados (Shahidi et al., 2006). Los acidos grasos
monoinsaturados, como el acido oleico, tienen solamente un doble enlace;
mientras que los acidos grasos poliinsaturados como los acidos linoleico y
linolénico contienen dos o mas dobles enlaces. En alimentos pueden
encontrarse en nueces, granos, vegetales y algunos alimentos marinos
(Vaclavik y Christian, 2014).

Los beneficios a la salud de los acidos grasos insaturados se relacionan con el
numero, localizacion y naturaleza de los dobles enlaces, asi como de la longitud
de la cadena del acido graso. (Chen et al., 2013). El consumo de aceites
vegetales es recomendado por encima de las grasas soélidas saturadas; aunque
hay que considerar que por los dobles enlaces presentes en los acidos grasos
que les componen, los aceites son mucho mas inestables, con una alta
susceptibilidad a la oxidacion, por lo que pueden desarrollar problemas de
rancidez oxidativa durante su almacenamiento. Ademas, por su fluidez y baja
viscosidad, los aceites carecen de ciertas caracteristicas de interés para
aplicacion en manufactura de alimentos, como por ejemplo los productos de
panaderia (Kim et al., 2017).

La caracteristica liquida de los aceites se explica por el cambio de angulo que
producen los dobles enlaces, o que provoca que la cadena no sea lineal como
en el caso de las grasas con TAGs compuestos de acidos grasos saturados.
Debido a esto, las cadenas no se alinean con la misma facilidad que en las
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grasas saturadas. Los aceites compuestos de acidos grasos insaturados
presentan un intervalo de fusidn bajo, debido a que debe removerse una mayor
cantidad de energia para alcanzar el punto de cristalizacion, exhibiendo una
tendencia de formacion de cristales pequefos (Vaclavik y Christian, 2014). Los
cristales mas pequefos e inestables son los llamados o, presentan tal
inestabilidad que tienden a cambiar rapidamente a f’, los cuales son cristales
pequefios (aprox. 1 um) en forma de agujas. Con el tiempo, este tipo de
cristales también evolucionan hasta alcanzar la forma mas estable  (Ramel et
al., 2016).

En términos generales, los aceites, liquidos a temperatura ambiente, se
componen de acidos grasos insaturados, de menor longitud de cadena por lo
que presentan menores puntos de fusion. Sin embargo, este comportamiento
no es una regla, existen aceites que no siguen este comportamiento, como el

de coco.

2.1.5. Aceite de coco

El coco es una especie vegetal de la familia de la Palma y miembro del género
Cocos. El aceite de coco es extraido de la pulpa del coco (Cocos nucifera),
puede ser usado como materia prima para la manufactura de productos
alimenticios, cosméticos y farmaceéuticos. Contiene acidos grasos vy triglicéridos
de cadena media (AGCM), que tienen valor nutricional, los AGCM junto con los
acidos grasos insaturados (especialmente los esenciales) son componentes
comunes de lipidos estructurados. (Nugrahini et al., 2015).

Los TAGs predominantes en el aceite de coco son: trilaurina (3C12), capro, 2,3-
dilauril glicérido (C10-C12-C12), y 1-capro, 2-lauril, 3-miristil glicérido (C10-C12-
C14). La mayoria de los beneficios saludables del aceite de coco se atribuyen al
alto contenido de acido laurico. Alrededor del 60% de los TAGs del aceite de
coco contienen los AGCM laurico (C12) o caprico (C10) en las posiciones sn-1
o sn-3. Esto es importante porque las lipasas del organismo hidrolizan a los
TAGs mas rapido si los AGCM ocupan estas posiciones, con ventaja sobre los
acidos grasos de cadena larga (AGCL). Los AGCM presentan mayor solubilidad
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en agua que los AGCL, por lo que no requieren ser empacados y transportados
en quilomicrones, y la mayoria de ellos son transportados directamente al
higado, donde son convertidos en energia y otros metabolitos en lugar de ser
almacenados como grasa. Es un hecho que el acido laurico es el AG que
menos contribuye a la acumulacion de grasa corporal (Cassiday, 2016).

El aceite de coco es uno de los mas utilizados para una gran variedad de
aplicaciones, desde productos alimenticios, cosméticos, farmaceéuticos, hasta su
uso en produccion de biodiesel; en todos estos procesos, sus propiedades de
cristalizacion son grandemente apreciadas (Chaleepa et al., 2010).

2.1.6. Manteca de Cerdo

De acuerdo con la Norma Mexicana NMX-F-110-1999, la manteca de cerdo es:
“el producto semi-solido graso obtenido por la fusion o coccion o fritura de los
tejidos adiposos, frescos, limpios y sanos del cerdo, en buenas condiciones
sanitarias en el momento de su sacrificio y apto para el consumo humano”.

La manteca de cerdo se obtiene del tejido adiposo del cerdo por el proceso
conocido como “rendering”. Los acidos grasos principales en la manteca de
cerdo son: acido palmitico (C16:0) 20-29%, acido estearico (C18:0) 11-19%,
acido oleico (C18:1) 24-51% y acido linoleico (C18:2) 3-19%. Los triglicéridos
monos Y di-insaturados son los grupos predominantes. La manteca de cerdo es
unica entre otras grasas, pues sus acidos grasos saturados se localizan
comunmente en la posicion sn-2, mientras que los acidos grasos insaturados se
localizan en los extremos de la molécula de glicerol. Es este factor el que hace
que la manteca de cerdo forme cristales grandes e irregulares de tipo p,
responsables de la sensacion granulosa y poco agradable, conocida como
granado, que se presenta en la manteca al cabo de poco tiempo en
almacenamiento. Los cristales B’ son preferibles, por ser de menor tamafo y
presentar mayor regularidad. La interesterificacion tiene aplicacion para lograr
este cambio en el patron de cristalizacion. (Loépez de la Fuente, 2014; Steen et
al., 2015).
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2.1.7. Aceite de cartamo

El cartamo es un cultivo principalmente para produccion de aceite; el cual tiene
muy buenas propiedades por su alto contenido de acidos oleico y linoleico,
comparado con otros cultivos de oleaginosas. Ademas, tiene la ventaja de una
produccion de bajo costo frente a cultivos como el de oliva. El aceite de cartamo
cuenta con muchas aplicaciones en industria de alimentos, cosmética y
farmacéutica. En pruebas de estructuracion por organogelacion se ha utilizado
como modelo de solvente debido a propiedades de interés que posee como:
alta actividad antioxidante — que le confiere mayor estabilidad en
almacenamiento y su alto contenido en acidos grasos ®-6 — lo convierten en
una opcion saludable para su consumo (Khalid et al., 2017) El aceite utilizado
en esta investigacion fue especificamente el aceite de cartamo alto en acido
oléico, HOSFO por sus siglas en inglés (High Oleic Safflower QOil) utilizandose
como un control de solvente para los oleogeles desarrollados, frente a la mezcla

de este mismo aceite con aceite de coco.

2.1.8. Manteca de cacao y sustitutos

El chocolate es un alimento muy consumido debido a sus atractivos atributos
sensoriales: aroma, sabor y palatabilidad agradables e incluso por su valor
nutricional, siendo la manteca de cacao el componente mas importante vy
costoso de los chocolates (Wang et al., 2011). La manteca de cacao se obtiene
de las semillas de Theobroma cacao, y ademas de la elaboracion de chocolate,
esta grasa es comunmente utilizada como ingrediente esencial de otros
productos de confiteria debido a sus propiedades fisicoquimicas especificas: es
sblida a temperatura ambiente (por debajo de 25 °C) derritiéndose a la
temperatura corporal (alrededor de 37 °C). La composicion de acidos grasos
consiste principalmente en acidos palmitico (P C1s), estearico (St Cys.), oleico
(O C+g:1) y linoleico (L Cis:2) Y pequenas cantidades de acido laurico (Cq2) y
miristico (C14) (Jahurul et al., 2013). La composicion de TAGs de la manteca de
cacao, al ser una grasa vegetal, es relativamente simple; solamente tres TAGs
componen cerca del 90% del total de la fraccion monoinsaturada de esta
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manteca: POP (TAGs con acido palmitico en posicion sn-1, acido oleico en sn-
2, y palmitico en sn-3 - 20%), POSt (palmitico-oleico-estearico - 40%) y
(estearico-oleico-estearico - StOSt 27%) (Mohamed, 2015). Los poliinsaturados
y triinsaturados corresponden al resto del total de los TAGs (Loisel et al., 1998).
Por ser el ingrediente ideal para la manufactura de chocolate, su demanda es
muy alta y su suministro suele ser limitado y de precio muy fluctuante; lo que ha
llevado a la industria a buscar alternativas. Estas alternativas se clasifican de
manera general en: reemplazos, equivalentes y sustitutos de manteca de cacao
(DeClercq et al., 2017). Los sustitutos contienen grasas lauricas y miristicas
vegetales, con algunas similitudes fisicas a la manteca de cacao, aunque
quimicamente puedan ser diferentes (Jahurul et al., 2013).

Se han desarrollado equivalentes y sustitutos de manteca de cacao, a partir de
aceites vegetales asi como de grasas animales, modificados por métodos como
fraccionamiento e interesterificacion, con resultados promisorios (Kadivar et al.,
2016; Liu et al., 2007).

2.2. Estructuracion de lipidos.

Los triglicéridos naturales tienen patrones especificos de distribucion de acidos
grasos, lo que puede limitar o ampliar su uso para ciertos propdsitos. Los
aceites vegetales, considerados los lipidos comestibles mas importantes en el
mundo, carecen de las propiedades funcionales requeridas para el disefio y
produccion de alimentos, como textura y estabilidad a la oxidacion (Toro-
Vazquez et al., 2007). Para tener propiedades deseables como palatabilidad,
textura, plasticidad o dureza; el desarrollo de alimentos se bas6é por mucho
tiempo en el uso de grasas saturadas de origen animal e hidrogenadas. En las
ultimas décadas, los avances en los conocimientos en alimentacion y nutricion,
han permitido documentar los efectos adversos de los acidos grasos saturados
y trans (Stortz et al., 2012; Wang et al., 2015). Por esta situacion, diversos
grupos de investigacion en el mundo, han trabajado en desarrollar métodos
para estructurar lipidos, como alternativa para sustituir estas grasas

alimentarias. Por otro lado, existen grasas y aceites que no son viables para su
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aplicacion en muchos productos alimenticios, principalmente debido a sus
dificultades para cristalizacion, intervalo inadecuado de temperatura de fusion y
por su consistencia. Muchas grasas de origen animal no se consideran buenas
opciones para la formulacion de alimentos, sin embargo, son un subproducto
constante de la produccién de carnes y derivados, por lo que su utilizacion
representaria su mejor aprovechamiento (Jiménez-Colmenero, 2007; de
Oliveira et al., 2015). En el mismo sentido, existen otras materias primas grasas
en la industria de alimentos, pero que presentan un alto costo con suministro
incierto; entre estas se encuentran como ejemplos, las grasas lacteas y la
manteca de cacao (Rios et al., 2014; Gregersen, Miller et al., 2015). Por lo
tanto, es una necesidad el buscar procesos de modificacion para que aceites
vegetales y grasas con poca funcionalidad, puedan ser aplicables y utiles en
una mayor variedad de productos.

La estructura tipica de TAGs ha sido descrita por su cristalizacion en diferentes
formas cristalinas, que pueden agruparse de acuerdo con el arreglo que
conforman las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos. Las formas
principales son a, ' y B; esta nomenclatura esta basada en como las moléculas
de cadenas largas (no solamente TAGs) cristalizan en diferentes formas
polimorficas (Sangwal y Sato, 2012). El comportamiento, caracteristicas y
atributos sensoriales de muchas grasas y productos derivados (chocolate,
mantequilla, margarinas, grasas untables), estan determinados principalmente
por su microestructura. En términos tecnoldgicos, el concepto de estructura esta
relacionado con la organizacion de los elementos cristalinos, sus similaridades,
formacion de unidades vy las interacciones para su agrupamiento. En sistemas
alimentarios, la estructuracion tiene un papel fundamental en determinar las
propiedades de las materias primas. Durante el proceso de cristalizacion van
desarrollandose las propiedades mecanicas y sensoriales del producto final, asi
como también su vida util (Peyronel et al., 2010).

El principal criterio para cualquier forma de estructuracion de aceites, es la
inmovilizacién de un sistema de TAGs liquidos, esto puede lograrse por medio
de un oleogel. En donde las moléculas estructurantes (gelantes) se

24



autoensamblan  construyendo una red tridimensional cristalina con
microdominios donde se encuentra el aceite inmovilizado por medio de tensién
superficial y capilaridad. Los oleogeles resultantes tienen propiedades
viscoelasticas y termorreversibles (Lupi et al., 2017).

Para obtener productos con propiedades fisicoquimicas deseables, las grasas y
aceites naturales también pueden modificarse a través de técnicas como:
hidrogenacion total o parcial, interesterificacion y fraccionamiento (Zhang et al.,
2015).

2.2.1. Interesterificacion

La interesterificacion es un término general para las reacciones de un éster con
otro grupo éster (intercambio éster-éster), con un acido graso (acidodlisis) u
opcionalmente con un grupo alcohol (alcoholisis). La interesterificacion puede
hacerse por via quimica o enzimatica. El intercambio éster-éster, modifica las
propiedades fisicoquimicas de los lipidos al reacomodar la distribucion de
acidos grasos en el nucleo de glicerol, sin cambiar el perfil de acidos grasos.
Este re-arreglo puede o no, ser estereoselectivo, dependiendo de las
condiciones del proceso y/o del catalizador utilizado (De Clercq et al., 2012).

A diferencia del fraccionamiento y la hidrogenacion, la interesterificaciéon permite
un rearreglo de los grupos acilo existentes, dentro de una molécula de
triglicérido o entre moléculas de triglicéridos, lo que resulta en una composicion
mas homogénea del triglicérido. Al no actuar sobre la estructura de los acidos
grasos no se produce isomerizacion geomeétrica ni posicional de los dobles

enlaces y por lo tanto no se forman acidos grasos trans (Zhang et al., 2015).

2.2.1.1. Interesterificacién quimica

La interesterificaciéon quimica ha sido estudiada por décadas. En la industria, los
catalizadores utilizados son alquilatos de sodio, sodio metalico, mezclas de
sodio/potasio e hidréxidos de sodio y potasio en combinacion con glicerol
(metoxidos). Los costos de la interesterificacion enzimatica le dan ventaja

industrial al proceso quimico, en el que de entrada no es necesario el
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considerar todos los factores que implica la interesterificacion enzimatica
(precio, actividad, estabilidad, temperatura, pH, impurezas, etc.).

La gran desventaja de la interesterificacion quimica es que el intercambio de los
acidos grasos se hace al azar, las posiciones sn-1, 2 y 3 de la molécula de
glicerol son esterificadas indistintamente, por lo cual se producen mezclas de
triglicéridos de composicion variable; ademas de la probable formacion de
jabones, metil-ésteres, acidos grasos libres, peroxidos e hidrogeno, productos
de la descomposicion de TAGs (Garcia, 2008; Zhang et al., 2015).

2.2.1.2 Interesterificacion enzimatica

La interesterificacion enzimatica ofrece la ventaja de un mayor control sobre la
distribucion posicional de los acidos grasos en el producto final, debido a la
selectividad y especificidad de las enzimas lipasas. Ademas, esta técnica
permite la modificacion de las grasas sin el uso de agentes quimicos, mientras
que el uso de lipasas especificas para las posiciones sn-1,3 permite la sintesis
de triglicéridos especificos (da Silva et al., 2012).

El uso de estas enzimas regioselectivas se aplica para el disefio de grasas
como: sustitutos de manteca de cacao, agentes anti- exudacion y cristalizacion,
sustitutos de leche materna, sustitutos de grasas trans y grasas bajas en
calorias (De Clercq et al., 2012).

Las lipasas son altamente eficaces bajo condiciones controladas de reaccion
(pH, temperatura < 70 °C, presion atmosférica), lo que reduce costos vy
consumo de energia. Al utilizar lipasas selectivas de posicion 1,3; se pueden
mantener a los acidos grasos en la posicion sn-2 del acilglicerol. Esto es
deseable nutricionalmente hablando, y muy dificil de lograr por catalisis
quimica. El uso de lipasas también puede reducir la contaminacion ambiental al
reducir la formacion de productos secundarios. (Da Silva et al., 2009; Da Silva,
2013).
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2.2.1.2.1. Lipasa de Candida antarctica

Las lipasas microbianas son de las enzimas con mayor potencial
biotecnoldgico, al catalizar no solo reacciones hidroliticas sino también
reacciones de sintesis en medios con baja actividad acuosa. (Szczesna-
Antczak et al., 2014).

Las lipasas (E.C. 3.1.1.3) son parte de la familia de las hidrolasas, catalizan la
hidrolisis de triglicéridos en la interfase lipido-agua. Las lipasas mas tipicas
presentan activacion interfacial en contacto con sustratos hidrofobicos, por lo
que exhiben una actividad significativamente incrementada en la interface
lipido-agua. Ademas de su papel fisiologico en la hidrdlisis de grasas neutras,
las lipasas pueden catalizar, bajo condiciones hidroliticas inversas, otros tipos
de reacciones como esterificacion, interesterificacion y transesterificacion en
medios no acuosos (Rivera-Pérez et al., 2007; Divakar, 2013; Szczesna-
Antczak et al., 2014).

Estas enzimas contienen una tapa estructurada por un oligopéptido hidrofobico,
que cubre la entrada a su sitio activo. Esta tapa se abre en presencia de
interfaces hidrofébicas (en presencia de lipidos o solventes organicos) debido al
cambio conformacional que sufren, adquiriendo una estructura abierta en la que
el sitio activo esta accesible a los sustratos; la tasa de hidrolisis aumenta a
medida que aumenta la exposicion del sitio activo. (Nandi, 2011). Por otro lado,
en la ausencia de estas interfaces, esta tapa cubre el sitio activo, haciéndolo
inaccesible a los sustratos (Divakar, 2013).

La lipasa B de Candida antarctica es una de las mas efectivas en procesos de
inter y transesterificacion. Se trata de una proteina globular compuesta de 317
aminoacidos con un peso molecular de 33 kDa. El sitio activo de esta lipasa
tiene la particularidad de proveer a la enzima una excelente estereoselectividad
con su sustrato. La presentacion comercial de esta lipasa, Novozym 435,
producida por Novozymes de Dinamarca, tiene la extraordinaria habilidad de
catalizar reacciones de esterificacion regio-selectivas en grasas, azucares y
nucleodsidos (Li et al., 2015).
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2.2.2. Organogelaciéon

En afos recientes, la organogelacion ha sido estudiada por investigadores en
alimentos como una alternativa, de alto potencial, a las formas convencionales
de estructuracién (fraccionamiento, hidrogenacion) basadas en la cristalizacion
de TAGs. Los organogeles pueden definirse como materiales supramoleculares,
termorreversibles y bicontinuos en donde el agente gelante se autoensambla y
forma wuna red tridimensional cristalina atrapando fisicamente liquidos
organicos. Se han identificado diversos organogelantes, o compuestos
responsables de la gelacién, presentando la capacidad de gelar a
concentraciones por debajo del 10%, algunos pueden hacerlo incluso en
concentraciones tan bajas como 0.5-2%. Cuando el liquido organico es un
aceite, el sistema se define como un oleogel (Zetzl y Marangoni, 2012). Para
aplicacion en sistemas alimentarios, el uso de organogeles permite una
reduccion significativa de acidos grasos saturados y la eliminacion de acidos
grasos trans en las formulaciones, y por consiguiente en la dieta (de la Pefia et
al., 2017) Un tipo especifico de organogel, el oleogel, esta compuesto por un
aceite liquido comestible como fase continua, el cual queda fisicamente
atrapado en la red tridimensional y termorreversible de moléculas organicas
autoensambladas (Patel, 2018).

Los mecanismos de estructuracion involucrados en un sistema organogelado
pueden explicarse a) como una fase dispersa en forma de particulas solidas
cristalizadas o no; b) como estructuras complejas auto-ensambladas que se
mantienen unidas por interacciones supramoleculares. (Bin Sintang et al.,
2016). Esto provee el ensamble molecular para desarrollar una red continua
tridimensional necesaria para dar estructura al aceite. La formacion de esta red
inicia por enfriamiento de una dispersion caliente de las moléculas de gelante
en el aceite; es importante que este material gelante posea un balance entre su
afinidad por los aceites, y una insolubilidad suficiente en esos solventes, que
permita la formacion de particulas primarias (supersaturacién). También
intervienen factores externos como la temperatura, que puede influir en las

interacciones soluto-solvente (Rogers, 2017; Patel, 2018).
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Un sistema organogelado puede contener un solo componente o puede ser un
sistema multicomponente. Ejemplos de agentes organogelantes son: acidos
grasos, alcoholes grasos, fosfolipidos, fitoesteroles, acido 12-hidroxiestearico,
acido ricinelaidico, ceras (cera de candelilla). Sin importar la composicion, los
organogeles tienen muchas aplicaciones potenciales en productos alimentarios,
como la restriccion de la movilidad y migracion de aceites, reemplazar acidos
grasos ftrans, estabilizacion de emulsiones, liberacion de compuestos

nutracéuticos, entre otros (Bot et al., 2009; Hughes et al., 2009)

2.2.2.1. Agentes organogelantes

Los agentes estructurantes moleculares con propiedades anfifilicas, tienen el
potencial de convertir solventes organicos liquidos en organogeles semisolidos
(materiales suaves) a muy bajas concentraciones. Los gelantes moleculares
(Cuadro 2) son moléculas pequefias (PM<3.0 kDa) que, al ser dispersados en
el solvente, pueden autoensamblarse, o cristalizar de tal forma que se obtenga

una estructura tridimensional.

Cuadro 2. Clasificacién de agentes gelantes moleculares.

Comportamiento Gelante Gelantes de bajo peso molecular
Auto ensamble Monoacilglicéridos
Ceramidas

Fitoesteroles+oryzanol
Derivados de sorbitan
Derivados de carbohidratos

Particulas cristalinas Acidos grasos, alcoholes grasos
Acidos grasos + alcoholes grasos
Acidos grasos hidroxilados
Ceras, ésteres de ceras
Triacilglicéridos

Sagiri et al., 2018.
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El autoensamble de organogelantes de bajo peso molecular se desarrolla por
medio de interacciones de corto alcance entre moléculas de gelante,
estabilizadas por la afinidad inter-cadenas (puentes de hidrogeno, fuerzas de
Van der Waals, y apilamiento pi). Factores térmicos como la formacion de fase
isotrépica por calentamiento; la influencia fisicoquimica del superenfriamiento,
permiten alcanzar la nucleacion y el crecimiento cristalino, base del ensamble
molecular que permite la organogelacion (Da Pieve et al., 2010; de la Pefa et
al., 2017).

2.2.2.1.1. Monoglicéridos como agentes gelantes

Existe un extenso numero de agentes gelantes que han sido propuestos en
diversas publicaciones. Principalmente, monoglicéridos, ceras, fitoesteroles,
acidos grasos, alcoholes grasos, y algunos polimeros como la etilcelulosa.
Entre los agentes organogelantes de bajo peso molecular, los monoglicéridos
(MAGs) han sido ampliamente estudiados y considerados entre los mas
promisorios por su eficiente capacidad estructurante, su bajo costo vy
versatilidad, ademas de su uso ya bien conocido como emulsificantes
alimentarios (Lupi et al., 2017). Los MAGs son moléculas lipidicas compuestas
por un acido graso esterificado a un grupo hidroxilo de la molécula de glicerol
(Vaclavik y Christian, 2014). Una de las estrategias de estructuracion de aceites
puede lograrse aprovechando la fase liquida cristalina que desarrollan los
monoglicéridos saturados en solventes hidrofébicos. De manera especial, los
MAGs saturados han demostrado su capacidad de formar geles elasticos en
aceites, a través de una red cristalina (Da Pieve et al., 2010). La gelacion y
cristalizacion de MAGs se destaca por la formacion de cuatro fases: isotrépica,
lamela inversa, sub-a cristalina y B-cristalina (Bin Sintang et al., 2016). Cuando
la mezcla de aceite y monoglicéridos se calienta por encima de la temperatura
de fusion de estos (fase isotropica), y se lleva a enfriamiento, los
monoglicéridos se auto ensamblan en una bicapa lamelar inversa: las cadenas
alifaticas orientadas hacia afuera de la lamela y las cabezas hidrofilicas

comprimidas en medio de la bicapa adoptando una conformacion bidimensional
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hexagonal (Chen et al., 2009). Este cristal a puede pasar a la fase sub-a, esta
transformacion es térmicamente reversible. La fase de transicion entre sub-a y
o también posee reversibilidad térmica. Estas dos fasesa, son
termodinamicamente inestables por lo que gradualmente se transforman en un
cristal B (Wang y Marangoni, 2016). Estas estructuras comunmente se
desarrollan en plaquetas lamelares para finalmente formar una red

tridimensional continua atrapando el aceite liquido (Valoppi et al., 2016).

2.2.2.1.2. Acidos grasos y derivados como agentes gelantes

Los gelantes de bajo peso molecular tienen ciertas propiedades determinadas
por aspectos termodinamicos y cinéticos, por ejemplo, el tamafio y forma del
cristal dependen de propiedades cinéticas del proceso de cristalizaciéon del
gelante. Muchas moléculas gelantes fueron consideradas no aptas para su uso
en alimentos, pero un sistema con una aplicacion potencial destacé en la
literatura: una mezcla de acidos grasos y alcoholes grasos en aceite (Gandolfo
et al., 2004).

Normalmente, las propiedades fisicas de aceites y grasas, dependen de la
composicion y distribucién de acidos grasos en la molécula de glicerol de cada
lipido en particular. La tendencia dicta que, a medida que la cadena
hidrocarbonada de los acidos grasos es mas larga y saturada, el material es
mas solido: esto convierte a los acidos grasos saturados en ingredientes
adecuados para estructurar aceites (Schaink, 2007).

Los alcoholes grasos han sido investigados por su potencial aplicacion como
moléculas organogelantes. Se han probado mezclas de acidos grasos y
alcoholes grasos encontrandose que la mezcla presenta una morfologia
cristalina diferente con respecto a los componentes puros, resultando en una

mejor red estructurada (Lupi et al., 2013).
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2.2.2.1.3. Agentes co-gelantes

La capacidad co-gelante, puede observarse en mezclas de moléculas
organogelantes en donde se potencian sus capacidades gelantes. Estas
combinaciones de estructurantes representan un mayor interés en aplicaciones
tecnoldgicas alimentarias, contra el uso de componentes puros, debido a que
resulta mas facil el disefio del sistema estructurado, asi como el lograr una
mayor compatibilidad de las propiedades del agente estructurante con la
aplicacion que se desea darle. Con el enfoque de aplicacion de gelantes de
bajo peso molecular, se han estudiado agentes de naturaleza diversa que
pueden dar lugar a procesos de cristalizacion y estructuracion especificos
dependiendo de sus interacciones con los solventes, su concentracion y los
procesos fisicoquimicos de cristalizacion (Patel, 2018).

Un sistema relevante que ha sido objeto de estudio estda compuesto por
mezclas de acidos grasos con alcoholes grasos, ambos de cadena larga, se ha
encontrado que tienden a estructurar aceites comestibles mas eficientemente
que los componentes individuales (Gandolfo et al., 2004; Schaink 2007; Lupi et
al., 2013; Lupi et al., 2017). En estos sistemas mixtos, se disminuye la
concentracion de cada agente gelante, para lograr la estructuracion. Estudios
térmicos de estos sistemas combinados revelan la presencia de transiciones
sélido-sdlido con composiciones que no se acercan a los componentes puros;
esto se ha atribuido a la formacién de cristales mixtos que estarian modificando
la cristalizacion (Bot y Floter, 2018). Estos comportamientos sinérgicos en
mezclas de gelantes, se tomaron como base en este estudio, para analizar
sistemas mixtos con un agente gelante principal (MAGs) en combinacion, por
separado, con dos agentes co-gelantes acido palmitico (PA) y hexadecanol
(HD).
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2.3. Caracterizacién de grasas

2.3.1. indice de acidez

Procedimiento de la NMX-F-101-1987: El indice de acidez es la cantidad en
miligramos de hidréxido de potasio necesaria para neutralizar los acidos grasos
libres en 1.0 g de aceite o grasa. Permite conocer la estabilidad de aceites y
grasas, ya que la acidez de estos materiales se debe a la presencia de acidos
grasos libres, los cuales son liberados de la molécula de TAGs cuando estos

sufren hidrélisis por factores externos que causan esta descomposicion.

2.3.2. indice de yodo

Procedimiento segun la NMX-F-152-SCFI-2011: El indice de yodo es la medida
de la insaturacion de las grasas y aceites y se expresa en términos del numero
de centigramos de yodo absorbido por gramo de muestra (% de Yodo

absorbido).

2.3.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria es el método universal para investigar el comportamiento
térmico de los materiales. La calorimetria es la rama de la termodinamica cuyo
objetivo es medir la cantidad de calor (entalpia, calor especifico) almacenado,
liberado o involucrado en cualquier estado de la materia, en una reaccion o en
transiciones de fase. La calorimetria diferencial de barrido (differential scanning
calorimetry: DSC) mide las diferencias de flujo de calor hacia la muestra y hacia
una referencia, mientras son sometidas a un programa de temperatura
controlada (Hohne et al., 2003). Se puede seguir un régimen dinamico o
isotérmico: la DSC dinamica es un método continuo en el que la temperatura de
la muestra sigue una rampa de temperatura programada; el hecho de que sea
diferencial indica que lo que se mide es directamente la diferencia de
temperatura entre la muestra y una referencia (generalmente aire). Durante el
barrido de temperatura, las diferencias de flujo de calor son registradas en
funcién del tiempo. El diferencial de flujo de calor (poder térmico) se relaciona
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con el diferencial de temperatura a través del intercambio de calor (Garden y
Burgeois, 2012). Mediante esta técnica se caracteriza el perfil de fusion vy
cristalizacion de los materiales, y se puede evaluar el efecto de los cambios de
composicion de los agentes gelantes en los procesos de cristalizacion y su
influencia en el intervalo general de fusion, determinando su estabilidad a

procesos térmicos.

2.3.4. Contenido de sdélidos grasos por NMR

La resonancia magnética nuclear (nuclear magnetic resonance: NMR) es una
técnica basada en el comportamiento (relajacion) de un nudcleo activo en un
campo magnético con radiacion de radio-frecuencia pulsada. La relajacién es
un proceso complejo que va de la excitacion al equilibrio, a partir del efecto
Zeeman: separacion de los niveles de spin nuclear; por aplicacién de un campo
magnético. Desde 1993 la NMR es el método oficial de la AOCS (American Oil
Chemists’ Society) para determinar el contenido de grasa sélida de aceites y
grasas en la industria de alimentos. El contenido de soélidos grasos indica la
razon solido/liquido de un lipido a varias temperaturas. En comparacion con los
nucleos en fases liquidas, los nucleos en fases sdlidas interactuan mas
fuertemente con otros nucleos en sus alrededores, debido a la dinamica mas
lenta de sus atomos, por lo que su relajacion es muy rapida (<10 us) y puede
ser distinguida facilmente de la lenta relajacion que presentan las moléculas en
una fase liquida Muchas propiedades de alimentos (untabilidad, firmeza,
sensacion bucal, facilidad de procesamiento y estabilidad) estan asociados con
su contenido de grasa solida (Peyronel y Campos, 2012).

2.3.5. Microestructura

La microscopia de luz polarizada (MLP) es la técnica mas ampliamente usada
para visualizar la microestructura de grasas, y ha sido aplicada para explicar las
diferencias de viscoelasticidad en mezclas de grasas, revelando diversos tipos
de cristales y cambios morfolégicos en el crecimiento de estos. Bajo algunas
circunstancias, la MLP puede incluso distinguir entre polimorfos basandose en
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la forma y tamahno de cristal, ademas de que permite verificar las
transformaciones entre formas polimérficas (Da Silva et al., 2016). La
microscopia de luz polarizada provee una vision unica de la estructura interna
de cristales. La microestructura de redes cristalinas de grasas incluye
elementos en un intervalo de longitud desde 0.5 hasta 200 um; este nivel
microestructural tiene un notorio efecto en las propiedades macroscépicas, por
ejemplo, propiedades reoldgicas, de textura, las cuales pueden ser modificadas
al cambiar las condiciones del proceso de cristalizacién, asi como por otras
técnicas de modificacion de grasas y aceites como la interesterificacion. Por
consiguiente, la microscopia es una gran herramienta para estudiar la relacion
entre la microestructura, las condiciones de proceso y las propiedades fisicas

de las grasas (Peyronel, 2010).

2.3.6. Textura

La textura de las grasas influye en la percepcion sensorial de muchos alimentos
ricos en grasas (mantequillas, margarinas, chocolate, etc.). Es generalmente
aceptado que la textura tiene gran relacién con el contenido de sélidos grasos
(CSG) y tambiéen con la microestructura. Las pruebas de penetracion de
compresion y de deformacién son las técnicas mas usadas para evaluar la

textura de grasas (Gregersen et al., 2015).

2.3.7. Reologia

Por definicidn, la reologia es el estudio de la deformacion y el flujo de la
materia.

Los alimentos contienen estructuras y multifases, desde la escala nanoscépica
hasta la macroscopica. Estas estructuras estan presentes para proveer cierta
funcionalidad a los alimentos como: valor nutricional, textura, coadyuvacion del
procesamiento y estabilidad en el almacenamiento. La textura de productos
basados en grasa se ve afectada por las propiedades de la red cristalina grasa,
y de su reologia, que es producto del contenido de grasa solida, el

procesamiento, la microestructura y la interaccion de ingredientes. La reologia
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es una herramienta esencial en la ingenieria de alimentos. Se usa para
establecer relaciones entre el esfuerzo y deformacion, y al ser los alimentos
sistemas mas complejos que la mayoria de los materiales, son mas fuertemente
dependientes de las escalas de tiempo en el proceso de deformacion
(tixotropia, elasticidad) asi como del corte e historia térmica (Stokes et al., 2013;
West y Rosseau, 2016).

En el caso de las grasas cristalizadas, la reologia depende de la temperatura,
velocidad de enfriamiento, el polimorfismo de los cristales, asi como su
microestructura, la composicién de acidos grasos en los TAGs, y el contenido
de sélidos grasos.

Las pruebas dinamicas, como la reologia oscilatoria, se utilizan para evaluar el
comportamiento viscoelastico de materiales como los oleogeles. Al hablar de
viscoelasticidad, se da definicibn a los materiales que presentan
comportamiento tanto viscoso como elastico, entendiéndose que un material
viscoso ideal presenta fluidez o deformacion continua, sin recuperar su estado
inicial de deformacion cero. Por su parte, un material elastico ideal, sufre de
deformacion instantanea (y) y recuperacion inmediata a esa deformacion.
Cuando la amplitud de la oscilacion no es muy grande, el material puede
someterse a esfuerzos cortantes sin el rompimiento de ninguna estructura
molecular dentro de la muestra, en donde para un material elastico, el esfuerzo
cortante es proporcional a su deformacién; mientras que un material viscoso
presentara proporcionalidad entre el esfuerzo cortante y la tasa de corte (Figura
y Teixeira, 2007). En condiciones de baja deformacion, y a diferentes
frecuencias (barridos de frecuencia), pueden obtenerse los parametros
viscoelasticos: modulo de pérdida (G”), asociado al componente viscoso; y el
modulo de almacenamiento (G’) referente al componente elastico. Para esto es
necesario determinar la region viscoelastica lineal (RVL), la cual provee
informacion importante sobre el crecimiento de los cristales y estructuracion
(Lupi et al., 2016). Dentro de la RVL, el esfuerzo no provoca rompimiento de
estructuras; al encontrase la estructura intacta, el comportamiento viscoelastico

puede ser estudiado.
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Para analizar el comportamiento fisico de oleogeles, la reologia oscilatoria es
una herramienta que provee informacion de interés para caracterizar los
sistemas. Los barridos de deformacion a una frecuencia constante permiten
definir la RVL, en la cual el material presenta estructura, subsecuentemente se
define un valor, igualmente constante, de deformacién, que esté dentro de la
RVL, para realizar barridos de frecuencia que permitan descubrir la naturaleza
reologica de los materiales oleogeles y si su comportamiento corresponde al de
la viscoelasticidad deseada (Bin Sintang et al., 2016).

3. JUSTIFICACION

En anos recientes, se ha reportado en todo el mundo un detrimento en las
condiciones de salud de la poblacion y por lo tanto en su calidad de vida.
Aunque empieza a haber consciencia del cuidado de la alimentacién y la salud,
se ha observado un cambio muy notorio principalmente en las costumbres de
alimentacion, pues se han desplazado los alimentos nutritivos e ingredientes
saludables, por alimentos con un alto grado de procesamiento industrial, que
incluyen componentes que pueden ser perjudiciales a la salud. En el caso de
los lipidos, el problema es el contenido de grasas frans y sus implicaciones
negativas en el metabolismo. Desde hace décadas, la produccion de grasas
solidas y semisolidas se ha hecho a través del proceso de hidrogenacion de
aceites vegetales. En los ultimos afios se ha demostrado que este tipo de
grasas contienen altas cantidades de acidos grasos frans. Por su efecto
perjudicial para la salud de los consumidores, en todo el mundo se han tomado
medidas para disminuir el uso de grasas trans en la produccion de alimentos, lo
que se traduce en una necesidad de crear tecnologias alternativas que permitan
obtener productos grasos con caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales
similares a las grasas plasticas (solidas y semisodlidas), sin sus implicaciones
negativas. Recientemente se ha difundido el uso del aceite de coco por sus
propiedades nutricionales y las aplicaciones cosméticas y farmacéuticas que
pueden darsele; asimismo, para aplicaciones tecnoldgicas se han destacado
sus caracteristicas fisicoquimicas como su composicion especial (45-53% de
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acido laurico) y su comportamiento de cristalizacion. Por otro lado, en México se
obtienen y se consumen grandes cantidades de grasa de cerdo, en alimentos
como antojitos, frituras y algunos productos de panificacidén; sin embargo, sus
caracteristicas sensoriales: olor, sabor y textura, la convierten en un producto
no aceptable para muchas aplicaciones en tecnologia alimentaria. La grasa de
cerdo posee caracteristicas de textura indeseables para su uso como grasa
plastica, por la granulosidad que la caracteriza. Por otra parte, debido a la
naturaleza de los acidos grasos componentes de sus TAGs (estearico y
palmitico), de cadenas alifaticas saturadas y relativamente largas, es una grasa
que posee una alta estabilidad a la descomposicion por oxidacion,
calentamiento, etc, En este estudio se eligié el aceite de coco como material
para obtener mezclas interesterificadas con manteca de cerdo, y de esta
manera, con la contribucién de los atributos del aceite de coco, modificar las
caracteristicas de solubilidad, cristalizacion y comportamiento térmico de la
manteca, ampliando asi las posibilidades de una aplicacion tecnolégica para
esta grasa que posee caracteristicas fisicoquimicas pobres. De igual forma, se
pretende, con estas mezclas, proveer al aceite de coco los componentes
(acidos grasos) de la manteca de cerdo que pueden contribuir con la estabilidad
térmica y de mayor resistencia a los procesos de enranciamiento. Al tener el
aceite de coco propiedades interesantes, se penso en la estructuracién de éste,
por el método de organogelacion, en una mezcla con aceite de cartamo alto en
acido oleico, y de esta manera obtener un solvente con las propiedades
nutricionales y fisicoquimicas de ambos aceites, para estructuraciéon por
organogelaciéon con agentes estructurantes de grado comestible y con una
amplia aplicacion en diversos sistemas alimentarios, y proyectar nuevas
aplicaciones aportando a las ya estudiadas en charcuteria, desarrollo de

untables y panaderia.
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4. HIPOTESIS

Las propiedades fisicoquimicas del aceite de coco seran modificadas

mediante interesterificacién y organogelacion, resultando en sistemas con

aplicaciones en la industria alimentaria.

5. OBJETIVO GENERAL

Obtener aceites estructurados con propiedades distintas al aceite original, por

medio de interesterificacion y organogelacion.

5.1. Objetivos Especificos

39

Modificar el aceite de coco mediante el uso de metdxido de sodio y lipasa
de Candida antarctica B, en una mezcla con manteca de cerdo en las
siguientes proporciones aceite de coco:grasa de cerdo — 20:80 y 30:70.
Modificar el aceite de coco mediante organogelacion, en mezcla con
aceite de cartamo rico en acido oleico (HOSFO por sus siglas en inglés),
en proporcion (15:85) por medio de una mezcla comercial de MAG, en
mezcla con acido palmitico, y en otro sistema con el alcohol derivado del
acido palmitico, hexadecanol. Adicionalmente compararlo con
organogeles formados con unicamente HOSFO como solvente.

Evaluar las propiedades fisicoquimicas de las grasas modificadas.
Encontrar posibles aplicaciones en la industria alimentaria de las grasas

obtenidas.



6. METODOLOGIA

6.1. Materiales y reactivos

Aceite de coco de la marca Hain

Grasa de cerdo del obrador San Francisco, Aguascalientes, Ags., México
Aceite de cartamo alto en acido oleico (Oléico)

Manteca de cacao; Pealpan, San Luis Potosi, SLP

Lipasa inmovilizada de Candida antarctica B (Novozyme® 435)

Metoxido de sodio (Sigma-Aldrich)

Mezcla comercial de monoglicéridos (Palsgaard, San Luis Potosi)

Acido palmitico (Sigma-Aldrich)

Hexadecanol (Sigma-Aldrich)

6.2. Modificacion de grasas

6.2.1. Interesterificacion quimica

Método de Riquelme, 2006; modificado: Se trabajo con 100 g de muestra para
cada interesterificacion. En el matraz de un rotavapor IKA® RV 10 con
regulador de temperatura IKA® HB 10, se colocaron las muestras a estudiar. El
sistema se llevo a 90°C, cuando se alcanzo esta temperatura, se agregaron 0.4
g del catalizador metéxido de sodio. La reaccion de interesterificacion se llevd a
cabo en condiciones de vacio y agitacion constante (300 rpm) durante 40 min.
Al término de la reaccion, se agrego acido citrico para neutralizar al catalizador;
el acido citrico se retird con tres lavados con 150 mL de agua destilada caliente,
en un embudo de decantacion. Nuevamente se aplicé vacio a la muestra
interesterificada con una bomba de vacio Mastercool 6CFM para retirar la
humedad, hasta que dejé de observarse burbujeo. Las muestras se envasaron

y se almacenaron a 0 °C.

6.2.2. Interesterificacion Enzimatica

Método de De Clercq, 2012: En el matraz de un rotavapor IKA® RV 10 con
regulador de temperatura IKA® HB 10, se colocaron 100 g de cada una de las
muestras; se precalentaron a 70 °C durante 30 minutos, para posteriormente
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agregar la enzima Candida antarctica B a una concentracion de 1%. La
reaccion continué a 70 °C con agitacion constante a 200 rpm durante 30 h, y en
condiciones de vacio. Al término de la reaccion, las grasas interesterificadas se
filtraron para recuperar la enzima, se les hicieron tres lavados con 150 mL de

agua destilada caliente, en un embudo de decantacion. Se almacenaron a 0 °C.

6.2.3. Organogelacion

Se determind la concentracion critica gelante (CCG) de los agentes
estructurantes: mezcla comercial de MAGs como gelante principal y acido
palmitico (PA) y hexadecanol (HD) como co-gelantes. Los aceites a estructurar:
HOSFO y BLEND (HOSFO:Aceite de coco — 85:15). Se realiz6 la dilucion del
gelante en el sistema correspondiente comenzando con las siguientes
concentraciones: 1, 2 y 3%; hasta encontrar la concentracion por debajo de la
cual ya no exista la auto estructuracion del gelante en el sistema,
determinandose asi la CCG. Se elaboraron geles de 5 g mezclando el gelante
en el aceite, se sometieron a calentamiento a 80 °C durante 40 min., para
después ser almacenados a 15 °C durante 3.5 h. La CCG del PA = 2% en
HOSFO y 3% en MEZCLA. La CCG del HD = 2.5% en HOSFO y 3.5% en
MEZCLA.

A partir de la identificacion de la CGC de cada gelante, se elabor¢ el siguiente
disefio experimental (Cuadro 3):

Cuadro 3. Disefio experimental de los sistemas estructurados por organogelacion

HOSFO/MEZCLA

Co-gelante MAGC1 MAGC2 MAGCGC MAGC3

PA CGC

HD CGC

Donde:

CGC = Concentracion critica gelante
C1=7"%C2

C2="%CGC

C3=CGC+1%
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El disefio se cred para poder observar las posibles interacciones entre el
gelante y co-gelantes para lograr la estructuracion del aceite como un

organogel.

6.3. Caracterizacion de las grasas interesterificadas

6.3.1. indice de acidez

Procedimiento de la NMX-F-101-1987: Se disolvieron 10 g de la muestra en 150
mL de mezcla al 50% de alcohol-éter caliente. Se titulé con solucion alcohdlica
de KOH al 0.1 N, usando 1 mL de fenolftaleina al 0.1% como indicador. El punto
final de la titulacion se definié con un color rosa que persistio por 30 segundos.
Se hizo el calculo del indice de acidez a partir de la siguiente férmula:
IA=(56.1*N * V)M

donde 56.1 = equivalente quimico de la potasa, N = Normalidad de la solucién
de KOH, V = mililitros de la solucion valorada de KOH gastados en la titulacion
de la muestra, M = masa de la muestra en gramos. Cada determinacion se

realizé con una réplica.

6.3.2. indice de yodo

Procedimiento segun la NMX-F-152-SCFI1-2011: Se fundio la muestra de prueba
(la temperatura durante la fusién no debe exceder 10 °C al punto de fusién) y se
filtr6 con 2 piezas de papel filtro, para eliminar impurezas soélidas y trazas de
humedad. La muestra debe estar entre 68 °C — 71 °C. Se peso 1 g de muestra,
se agregaron 20 mL de ciclohexano agitando la mezcla para asegurar que la
muestra de prueba esta completamente disuelta. Se afadieron 25 mL de
solucion de Wijs, se tapo y agitd la mezcla para asegurar una mezcla intima. Se
almacenaron los matraces en un lugar oscuro durante 1 hora a una temperatura
de 25 °C + 5 °C. Se prepard y condujo un blanco simultaneo a la prueba. Al
pasar el tiempo de almacenamiento se adicionaron 20 mL de solucion de
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yoduro de potasio, seguida de 100 mL de agua destilada. Se titulé con solucion
de tiosulfato 0.1 M, adicionandolo gradualmente y con agitacion vigorosa y
constante, hasta que el color amarillo casi desapareci6. Se agregaron 2 mL de
solucion de almidon y continud la titulacion hasta que desaparecié el color azul.
El indice de yodo se determind a partir de los valores de: volumen de solucidn
tituladora, del blanco, volumen de solucion tituladora, de la muestra (mL),
molaridad (M) de la solucion tituladora, masa en gramos de la muestra. Cada

determinacion se realizé con una réplica.

6.3.3. DSC

Las caracteristicas térmicas de las muestras fueron determinadas con un
calorimetro diferencial de barrido (DSC) modelo Q1000 (TA instruments, New
Castle, DE, USA). Aproximadamente 5 mg de cada muestra fueron colocadas
en una charola de aluminio, sellada herméticamente, para obtener los
termogramas de cristalizacion y fusion. Las muestras se equilibraron a 80 °C
durante 15 minutos, se llevaron posteriormente a -40 °C a una velocidad de 10
°C/min y se mantuvieron a ésta temperatura durante 2 min. Finalmente, se
calentaron nuevamente hasta 80 °C a una velocidad de 5 °C/min. Se obtuvieron
los parametros térmicos utilizando el software TA Instrument Universal Analysis

2000 (v. 4.5?%). Cada determinacion se hizo con una réplica.

6.3.4. Mezclas de sistemas interesterificados con manteca de cacao

Al observarse en los resultados obtenidos por DSC, que las mezclas
interesterificadas compartian caracteristicas térmicas particulares con la
manteca de cacao, se penso en su posible aplicacion como ingrediente de un
sustituto de manteca de cacao. Se realizaron entonces, mezclas de sistemas
interesterificados (IBE70) con manteca de cacao al 20% (CBR20), 30%
(CBR30), 50% (CBR50), y 80% (CBR80).
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6.3.5. Contenido de sélidos grasos
Se determin6 el contenido de solidos grasos (SFC por sus siglas en inglés)
mediante el método oficial de la AOCS (Method Cd 16b-93, 1997), utilizando un
equipo de NMR de baja resolucion: the minispec mq20. Bruker NMR Analyzer
(Brucker Analytik; Rheinstetten, Germany). Al ser la manteca de cacao una
grasa de caracteristicas térmicas especiales, debe someterse a un proceso de
temperado antes de hacer la medicion de su perfil de SFC. Se llenaron los
tubos para muestra a una altura de 4 cm, posteriormente se aplicé el siguiente
tratamiento térmico:
- Las muestras se fundieron y se almacenaron durante 15 minutos a 100
°C
- 60 °C por 5 minutos.
- 90 minutos a 0 °C.
- 40 horas a 26 °C.
- 90 minutos a 0 °C
- 60 minutos a las temperaturas de medicion elegidas: 0, 5, 10, 20, 30, 40
y 60 °C.
Se hizo una réplica de cada medicion.

6.3.6. Microestructura por microscopia de luz polarizada (MLP)

Se obtuvieron microfotografias para observar la morfologia de las estructuras
cristalinas de los sistemas grasos en estudio, con un microscopio de luz
polarizada (MLP) Olympus BX51 (Olympus optical Co., Ltd., Tokyo, Japan)
equipado con una video-camara a color (KP-D50; Hitachi Digital, Tokyo, Japan)
y una platina de calentamiento/enfriamiento (TP94; Linkam Scientific
Instruments, Ltd., Surrey, England) conectado a una estacion de control de
temperatura (LTS 350; Linkam Scientific Instruments, Ltd.) y un tanque de
nitrogeno liquido. En un portaobjetos se puso 1 gota de cada una de las
muestras, fundidas a 60 °C, colocando después un cubreobjetos. Se siguio el

mismo programa térmico usado para los analisis de solidos grasos.
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Pasado el tiempo de la incubacion a 26 °C durante 40 horas, las muestras se
llevaron a 20 y 30 °C, se incubaron durante 60 min mas a cada temperatura de

medicion, para obtener, por ultimo, las microfotografias con un objetivo de 20X.

6.3.7. Textura

Se trabajo con un texturometro TA-XT (Stable Microsystems, Surrey, UK) con
un cilindro de aluminio de 20 mm (P/20), usando una celda de 5 kg. Las
muestras fueron penetradas a una profundidad de 12 mm a una velocidad
constante de 1.0 mm/s; fueron analizadas a 0, 10, 20 y 30 °C, respectivamente.
Se evaluo la firmeza (kg) usando el programa del equipo (Texture Exponent 32;
Stable Microsystems). Se realizaron 5 mediciones independientes para cada

muestra.

6.4. Caracterizacion de los sistemas organogelados

6.4.1. DSC

Las caracteristicas térmicas de las muestras fueron determinadas con un
calorimetro diferencial de barrido (DSC) modelo Q2000 (TA Instruments, New
Castle, DE, USA). Aproximadamente 5 mg de cada muestra fueron colocadas
en una charola de aluminio, sellada herméticamente, para obtener los
termogramas de cristalizacion y fusion. Las muestras se equilibraron a 25 °C, se
llevaron posteriormente a 90 °C a una velocidad de 5 °C/min y se mantuvieron a
ésta temperatura durante 40 min. A una velocidad de enfriamiento de 1 °C/min,
se enfriaron hasta -10 °C, y finalmente se calentaron nuevamente hasta 90 °C a
una velocidad de 5 °C/min. Se obtuvieron los parametros térmicos utilizando el
software TA Instrument Universal Analysis 2000 (v. 4.5%). Cada determinacion

se hizo con una réplica.
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6.4.2. Reologia

Se evalud el proceso de organogelaciéon de los sistemas. Las mediciones
reologicas se realizaron con un reémetro Anton Paar (Paar Physica MCR 301,
Stuttgart, Germany), usando una geometria plato-plato de 25 mm, equipado con
un sistema true-gap. El control de temperatura de las muestras se realiz6 con
un peltier localizado en la base de la geometria, y otro peltier superior (H-PTD
200). El software del equipo Start Rheoplus US200/32 version 2.65 (Anton Paar,
Graz, Austria) permitio la visualizacion y analisis de los reogramas. Se aplicaron
pruebas oscilatorias.

Las muestras se colocaron en la base de la geometria inferior, el plato se ajusté
usando la funcién true gap del equipo. Cada sistema se llevé a 80 °C para
después inducir la cristalizacion hasta 15 °C a una velocidad de 1 °C/min; y
posteriormente continuar hasta -2 °C. Inicialmente se hicieron barridos de
deformacion aplicando una deformacién de cizalla desde 0.001 a 100% a 1 Hz
de frecuencia constante, para determinar la region viscoelastica lineal (RVL). A
partir de un valor determinado dentro de la RVL, para cada muestra, se hicieron
los barridos de frecuencia desde 100 hasta 0.01 Hz, para analizar y determinar
la estructura de los sistemas a las dos temperaturas indicadas de 15 y -2 °C.

Cada barrido de frecuencia se realizé con una réplica.

6.4.3. MLP

Se obtuvieron microfotografias para observar la morfologia de los cristales
formados en los sistemas organogelados, con un microscopio de luz polarizada
Olympus BX51 (Olympus optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) equipado con una
video-camara a color (KP-D50; Hitachi Digital, Tokyo, Japan) y una platina de
calentamiento/enfriamiento (TP94; Linkam Scientific Instruments, Ltd., Surrey,
England) conectado a una estacion de control de temperatura (LTS 350; Linkam
Scientific Instruments, Ltd.) y un tanque de nitrégeno liquido. En un portaobjetos
se puso 1 gota de cada una de las muestras, fundidas a 50 °C, colocando
después un cubreobjetos.
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Se siguio el mismo programa térmico usado para reologia. Las microfotografias
se tomaron en las dos temperaturas de estudio -2 °C y 15 °C a resoluciones

20Xy 50X; cada una con una réplica.

6.4.4. Contenido de sélidos grasos

Se determiné el contenido de solidos grasos (SFC) mediante el método oficial
de la AOCS (Method Cd 16b-93, 1997), utilizando un equipo de Resonancia
Magnética Nuclear (NMR) de baja resolucién (the minispec mq20. Bruker NMR
Analyzer, Brucker Analytik; Rheinstetten, Germany). Siguiendo el mismo
programa térmico que en los analisis reologicos y microscopia. Se determind el

perfil de solidos grasos de cada sistema, con una réplica, a -2 °C y 15 °C.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Sistemas Interesterificados

7.1.1. indice de acidez

El indice de acidez (IA) es un indicador de la calidad de una grasa o aceite,
representando la proporcion de acidos grasos libres en un sistema. Este indice
expresa la cantidad de KOH (mg) necesaria para neutralizar los acidos grasos
libres contenidos en 1 g de muestra, lo que representa la proporcion de acidos
grasos libres en un sistema graso, permitiendo estimar la estabilidad de la grasa
estudiada (Kardash et al., 2005). Puede usarse para estimar la estabilidad de
una grasa. De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NMX-F-110-1999,
referente a las especificaciones para la manteca de cerdo, el IA no debe ser
mayor a 1% (expresado como acido oleico). Por otro lado, la institucion
internacional normativa: el Codex Alimentarius, establece que la manteca de
cerdo puede presentar valores de IA de hasta 1.25% (CODEX STAN 211,
1999).

Dentro de éste contexto, para las muestras interesterificadas, IBe80 y IB70; el
IA resulté mayor a los valores aceptables por las normas, NMX-F-101-1987;
NMX-F-110-1999 (4.51%+0.07 and 4.22%+0.1 respectivamente) indicando una
cantidad considerable de acidos grasos libres en estas muestras estudiadas.
Por el contrario, para las mezclas 1Bc80 y I1Bc70; el IA resultd en 0.82%+0.07 y
1.09%+0.06 respectivamente, que se encuentra dentro de los parametros
aceptables. Estos resultados indican que la interesterificacion de acidos grasos
por el procedimiento quimico es mas efectiva que en el proceso enzimatico. A
pesar de esto, ninguna de las muestras interesterificadas presentd ninguna
evidencia visible de defectos sensoriales en términos de olor, color y

consistencia (no se muestran resultados).
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7.1.2. indice de yodo

La estabilidad de grasas también puede evaluarse por el indice de yodo (lY),
que permite evaluar el grado de insaturaciones en aceites y grasas (Adewale et
al., 2014). Los lipidos con un IY mas alto tienen mayor tendencia a la oxidacion,
debido a que presentan un mayor numero de dobles enlaces, derivando en
menor estabilidad. Para el mismo porcentaje de aceite de coco en las mezclas
interesterificadas, los resultados no muestran diferencias significativas entre los
Y (61.03 £0.6 para IBg80; 60.91+0.5 para IB.80- and 34.45+0.6 for IBE70 y
34.26+0.5 para IB¢c70 (p>0.01). Esto debido a que, durante la interesterificacion,
la composicion de acidos grasos permanece, y por lo tanto también el grado de
insaturacion, independientemente del tipo de proceso (quimico o enzimatico).
De acuerdo con la norma oficial (NMX-F-110-1999), el IY aceptable para la
manteca de cerdo y subproductos es de 45-70, para el caso de la manteca
empleada en este estudio, el IY fue de 62.63 + 1.6. Por lo tanto, para las
mezclas IBe80 y 1Bc80, la cantidad de aceite de coco utilizado, no fue suficiente
para cambiar significativamente el IY (p>0.01). Por otro lado, los valores de Y
para las mezclas IBe70 y IB¢70 resultaron menores a los valores aceptados por
la norma, aunque mayores que los expresados para aceite de coco (6.3-10.6),
esto indica que la mas alta proporcion de aceite de coco en las mezclas, afecta
en gran manera a la manteca de cerdo, debido a los TAG altamente saturados
en el coco (NMX-F-110-1999; CODEX STAN 211-1999., 2015) haciéndole mas
estable a la oxidacion.

7.3. Perfil de fusion y comportamiento térmico.

Para la discusion de los resultados de los estudios térmicos, como se muestra
en el Cuadro 4 referente al perfil de cristalizacion, sdlo se analiz6 una
temperatura de cristalizacion: el inicio de cristalizacion (el inicio del primer
exoterma) denominado T, para todas las muestras. Para el perfil de fusion,
todas las temperaturas de fusidn fueron analizadas en el maximo de los
endotermas (Twm1, Tm2, Twms). Para las entalpias de cristalizacion (AH¢) y de

fusion (AHwm), solamente fue determinado un valor, como la suma de todas las
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transiciones en el perfil de cristalizacion y de fusién, respectivamente. Ademas,
las muestras sin interesterificar (UIBs) de manteca de cerdo y aceite de coco,
fueron preparadas en las mismas proporciones que las mezclas
interesterificadas, como comparacién (UIB70, UIB80).

Primeramente, es evidente que el perfil general de fusién de todas las IBs es
muy similar entre si; para la misma proporcion, pero diferente método de
interesterificacion, los parametros principales de fusion (Twm1, Tmz, Tus and AHw)
no son significativamente diferentes (p>0.05) (Cuadro 4.)

Cuadro 4. Temperaturas de cristalizacion y fusion de materias primas y mezclas
interesterificadas y no interesterificadas.

MUESTRAS | To(°C) | AHo(J/g) | Twmi (°C) | Tw (°C) | Tws(°C) | AHm(J/g)

a 106.7
CO as5.4+03 +0.07 - a22.5+14 - a130.5+s5
L b13.4+38 b71.7+09 |a -5.0+12 - a28.5+05 |b71.6<x1.1

IBE 70 c11.8+0.0 c64.9=x08 |b -23x03 |bl13.7x14 a28.1+21 |c783=x09
IBE 80 bl4.2 +47 b72.5+06 |a-52=07 b 12.3 3.0 a30.6 29 [d87.9 %2
UIB 70 as5.1=o02 d413=z01 |b-2.6x01 |bl1l1.4x03 b26.7+03 |ed4d4.5+1.1
UIB 80 d7.2+02 e 32.5+0.8 c-3.6+006 |b12.9x007 |a27.9=x001 |e39.3=x03

Promedio + DE n=2. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05)

La gran similitud entre perfiles de fusion de las IBs, también se observa en la

Figura 3.
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Figura 3. Perfil de fusién de mezclas interesterificadas.

Se estima que una pequefia proporcion de enzima utilizada en el proceso
enzimatico (1%), es probable que el uso de una cantidad mayor pudiera haber
resultado en un perfil diferente de triacilglicéridos suficiente para hacer una
diferencia en el comportamiento térmico de los productos interesterificados, (De
Clercq et al., 2011). Puesto que el método de interesterificacion no tiene un
efecto significativo en el comportamiento térmico de las mezclas
interesterificadas (Cuadro 4), se eligieron solamente las mezclas con
tratamiento enzimatico para la experimentacion y discusion subsiguiente.

Los perfiles de cristalizacion y fusion resultaron similares a aquellos que han
sido reportados previamente para manteca de cerdo y aceite de coco en otros
estudios (Kalnin et al., 2005; Ribeiro et al., 2009; Steen et al., 2015).

El comportamiento térmico de estas materias primas presenta multiples
transiciones debido a la complejidad de su composicion de TAGs y a su
naturaleza polimorfica (Shen et al., 2001; Steen et al., 2015).

En general, la interesterificacion provoca la modificacion de las propiedades
térmicas (Ter, Tmi-3, AHer, AHM) de las materias primas nativas y de las mezclas
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no interesterificadas-UIBs (Figura 4); las propiedades térmicas de estas ultimas,
son solamente el resultado de la mezcla de TAGs de la manteca y el aceite de
coco, con tres endotermas sumamente distintivos, Ty1 y Tus de la manteca de
cerdo y Tu2 del aceite de coco, las leves diferencias en los valores se deben al
efecto de dilucion pues se encuentran formando una mezcla (Da Silva et al.,
2013; Miklos et al., 2013). Los valores de AH. y AHyg para las grasas no
interesterificadas, resultaron menores que los de las dos materias primas
(manteca de cerdo y aceite de coco) , p<0.05; esto se explica con base en que
éstas energias estan relacionadas con el arreglo intermolecular (interacciones
intercatenarias) de las especies de TAGs pertenecientes a las diferentes formas
cristalinas (Da Silva et al., 2012), por lo que la incompatibilidad entre los
diferentes TAGs de manteca de cerdo y aceite de coco, probablemente por
efecto estérico (Sato, 2001), pudieran causar esa reduccion energética. De
acuerdo con esto, las diferencias en los parametros térmicos entre las mezclas
interesterificadas y no interesterificadas, son indicativas de los cambios en la
composicion de TAGs lograda a través del proceso de interesterificacion (Silva
et al., 2012), esto se debe a que la modificacion del perfil de TAGs conlleva a
cambios en la cristalizacion y polimorfismo de las grasas. Las dos mezclas
interesterificadas enzimaticamente resultaron en una T (Cuadro 4, Figura 4A),
con respecto a las mismas mezclas sin interesterificar; esto es un indicativo de
que la interesterificacion resulta en un mayor porcentaje de TAGs trisaturados
(da Silva et al., 2013), por lo que es necesario un menor grado de
superenfriamiento para promover la nucleacion. Siguiendo la misma tendencia,
los valores de AH. y AHy de las muestras interesterificadas enzimaticamente
también presentaron valores mayores al compararse con las mezclas sin
interesterificar (p<0.05). Con esto se refuerza que la composicion de TAGs en
las mezclas interesterificadas (IBes), es la adecuada para promover la
formacion de cristales con un mayor grado de arreglo intermolecular, por lo que
liberan/absorben mas energia (Shen et al., 2001; Da Silva et al., 2012; Da Silva
et al., 2013).
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Por otro lado, al comparar los parametros térmicos de las mezclas
interesterificadas directamente con los de la manteca de cerdo (Cuadro 4.
Figura 4), la diferencia mas notable es la aparicion de Ty2. La manteca de
cerdo cristaliza en el polimorfo B (Campos et al., 2002), Tus corresponde al
intervalo de fusion de esa red cristalina. La tendencia de las mezclas sometidas
a interesterificacion, de presentar un exoterma principal a una mas baja
temperatura (Tm2), puede deberse muy probablemente a la formacion de un
polimorfo con menor estabilidad, ', puesto que la temperatura de fusién se
acerca mucho mas a la Tyz del aceite de coco (Chaleepa et al., 2010).
Considerando que la cristalizacion del polimorfo B, deriva en una textura
quebradiza y granulosa, mientras que la forma B’ presenta una textura suave
(Campos et al., 2002), todo apunta a la formacion de un nuevo tipo de agregado
cristalino en donde desaparece la cristalizacion responsable del defecto de
granulosidad de la manteca de cerdo (Miklos et al., 2013; Meng et al., 2010). En
estudios previos, aceites vegetales bajos en acidos grasos saturados, de
cadena larga han sido utilizados en mezclas para reducir la granulosidad de
grasas animales. Los cristales granulares son muy facilmente desarrollados por
la manteca de cerdo, asi como en otras grasas ricas en acidos grasos
saturados de cadena larga tales como acidos estearico y palmitico (aceite de
palma); pues estos estan relacionados con la formacion de granulosidad; la
adicién, por medio de interesterificacion, de aceite de coco - rico en acidos
grasos de cadena media, puede reducir la cristalizacion granular (Meng et al.,
2010). Incluso cuando las mezclas interesterificadas presentan tres
temperaturas de fusion (Twu1-3), €s muy evidente la tendencia a presentar un
endoterma principal, disminuyendo la preponderancia de los multiples
endotermas distintivos observados en la manteca nativa, e incluso en las
mezclas sin interesterificar (Figura 4B). Esto indica modificaciones en los
agregados cristalinos, lograndose cristales mas homogéneos. Esto concuerda
con los valores mas grandes de AHy observados en las mezclas
interesterificadas, indicativo no solo de la incorporacion de los acidos grasos

saturados del aceite de coco, sino también de una agregacién cristalina mas
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ordenada (Da Silva et al., 2013; Meng et al., 2010). Finalmente, las unicas
diferencias en cuanto a parametros térmicos entre las mezclas interesterificadas
enzimatica y quimicamente, yacen principalmente en los valores mas altos de
AH¢ y AHy para I1Be80 (p<0.05), indicando que los acidos grasos del aceite de
coco, incorporados en el proceso de interesterificacion, y presentes en menor
cantidad, resultaron en TAGs con mayor grado de interacciones moleculares
(Shen et al., 2001).

El analisis y observaciones hechas a partir de la informacion provista por estos
resultados, dirigio la investigacion a encontrar una aplicacion de las mezclas
interesterificadas, encontrandose que su comportamiento tenia semejanzas con
la manteca de cacao. Con base en esto, se procedid a elaborar mezclas de
IB70 y CB. Se eligié esta mezcla modificada enzimaticamente, debido a las
condiciones mas suaves del tratamiento, asumiéndose por lo tanto una mayor
integridad de los componentes; mientras que la eleccion de IBE70 sobre IBe80,
se baso6 en la mayor estabilidad a la oxidacion resultante en la prueba de IY de

esta mezcla.

7.1.4. Sustituto potencial de manteca de cacao a partir de mezclas
interesterificadas

Se realizé el analisis térmico de CB, resultando en un perfil de fusion con un
exoterma principal (Figura 5), presentando una temperatura de fusion (Tu) de
21 °C = 0.2 similar al que ha sido reportado en otros estudios (Kadivar et al.,
2016).
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Figura 5. Termogramas de fusiéon de CBR20, CBR50, CBR80 y CB.

Para las tres mezclas de IBes con CB (CRB20, CRB50 y CRB80), los resultados
muestran que la cantidad de CB en la mezcla es proporcional a su Ty (14.23
+0.5, 17.01 +£0.4, 18.01 £0.2 °C, respectivamente). Esto corresponde a la
contribucion de TAGs con mayor intervalo de fusion (saturado-oleil-saturado),
contenidos en la CB (Kadivar et al., 2013). En consecuencia, la mezcla CBR80,
conteniendo el 80% de CB y 20% de IBE, resulté en un comportamiento térmico
que mas se asemeja al de CB nativa, de entre todas las mezclas de posibles

sustitutos.

Adicionalmente a los resultados de DSC, se evaluo el perfil de sélidos grasos
para describir el comportamiento de fusion de las grasas, pues éste influye
grandemente en su funcionalidad. Dependiendo del perfil de SFC, puede
establecerse la posible aplicacion especifica de una grasa (Kadivar et al., 2016).
Después de determinar el %SFC de las mezclas CBR, a diferentes
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temperaturas, se construyd un diagrama de iso-solidos (Figura 6.). Este tipo de
diagramas puede proveer informacion acerca del estado y compatibilidad de los
componentes de una mezcla a una temperatura determinada (Kadivar et al.,
2016; Wang et al., 2011).

90 + + 90
80 + =+ 80
70 + + 70
60 + =+ 60
O 50+ + 50
L
2
X 40 + + 40
30 + + 30
20 + + 20
10 + + 10
0+ + 0
- . . 60°c
0 20 40 60 80 100

%CB

Figura 6. Curvas de iso-sdlidos de mezclas de CBR

De acuerdo con los resultados de SFC, la mezcla con mayor similitud al
comportamiento de CB, resulté ser, nuevamente, CBR80, a temperaturas por
debajo del 10 °C, mostrando un SCF por encima del 70% (Figura 6). Esto es un
indicativo de que la mezcla CBR80 pudiera ser usada con éxito como
ingrediente de un sustituto de CB para productos que requieran bajas
temperaturas de procesamiento y almacenamiento. Adicional a esto, es
importante mencionar el hecho de que CBR80 a 20 °C tiene la misma cantidad
de SFC que CB a 30 °C (55.3% £ 1.6, p>0.2) lo que ampliaria las posibilidades
de aplicacion.
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La textura de una grasa esta determinada por el %SFC y por la microestructura,
siendo éste atributo parte de la caracterizacion fisicoquimica de estos
materiales (Gregersen et al., 2015). Generalmente, la firmeza de una grasa
depende de interacciones intra-particulas (cristal-cristal) e inter-particulas
(agregado-agregado), de agregados cristalinos donde su fuerza relativa puede
ser evaluada con base en la densidad del empaquetamiento cristalino, que
puede observarse en imagenes microscopicas (Gregersen et al., 2015; Lusas
and Rhee, 2012). Dentro de este contexto, y dado que los resultados apuntan a
que la mezcla CBR80 es la que mas se asemeja a CB, se tomaron las
microfotografias de las muestras con el mismo %SFC (CBR80 a 20 °C y CB a
30 °C) (Figura 7).

100 um

Figura 7. Microestructura de CBR80 (A) y CB (B)

Puesto que ambas muestras presentaron la misma cantidad de sélidos, las
diferencias en textura tenian que deberse solamente a su microestructura. La
microfotografia de CBR80 (Figura 7A) muestra una red cristalina mas densa y
con un empaquetamiento mas ordenado, con agregados cristalinos de mayor
tamafo en comparacién con la red mas relajada y con menos grado de
ordenamiento desarrollada por CB (Figura 7B).

El mayor grado de ordenamiento de la red cristalina desarrollada por CBR80, es
resultado de mayores interacciones intra-particulares (agregados mas grandes),
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y también de mayores interacciones inter-particulares (mayor densidad), esto en
comparacion con CB (Figura 7B). Esto explica los resultados del analisis de
textura, en los cuales CBR80 mostré una firmeza superior que la presentada
por CB (27.3 2.7, 24.8 £1.3 kg respectivamente). Por lo tanto, esto demuestra
que CBR80 es capaz de desarrollar una mayor firmeza con una menor cantidad
de sdlidos que CB, lo que puede ser muy util en el disefio y elaboracion de un
sustituto de manteca de cacao (CBR).

7.2. Organogelacion

La estructuracion por organogelacion forma parte de estrategias y tecnologias
para impartir la funcionalidad de grasas solidas a aceites en estado liquido. Esta
necesidad viene de las recomendaciones nutricionales de disminuir el consumo
de grasas saturadas y eliminar las grasas frans de la dieta. La sustitucion de
grasas por aceites liquidos puede representar cambios sustanciales en la
calidad de productos alimenticios por lo que la estructuracion tiene un papel
estratégico en lograr las caracteristicas necesarias en un sistema graso (Co y
Marangoni, 2012). La estructuracion natural de TAGs se da cuando, por
enfriamiento, se limita su solubilidad y se promueve su ensamble por medio de
nucleacion y crecimiento de pequefos cristales, que interactuan con fuerzas no
covalentes para finalmente formar una red continua cristalina (Rogers, 2009).
Una alternativa para estructurar materiales lipidicos, con cantidades reducidas o
sin acidos grasos saturados, es la organogelacién a través de moléculas
organogelantes generalmente de bajo peso molecular, con aceites como fase
liquida: asi se llega también a la formacion de redes continuas gelificadas,
conformadas por pequefias moléculas ensambladas en cristales liquidos,
micelas, o redes fibrilares auto-ensambladas (Bot et al., 2009). La formacion de
estas redes requiere el enfriamiento de una dispersion caliente de las moléculas
de gelante en el aceite; que promueva la formacién de particulas primarias al
alcanzar la supersaturacion con el descenso de temperatura (Rogers, 2017;
Patel, 2018). El ejemplo basico que interesa a este estudio es la estructuracion
por organogelacion a partir de MAGs: comienza a partir de un fluido isotropico,
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por disminucion de proceso de cristalizacion pasan a una fase a (lamela
inversa), la cual se explica por la organizacidon de las cabezas de glicerol dentro
de la bicapa, proveyendo cualidades elasticas a los sistemas, el proceso
continda hacia una fase sub-a, en la que se cristaliza la cadena alifatica de
cada MAG; vy al seguir disminuyendo la temperatura, se alcanza la fase 3, que
es la mas estable para el ensamble de las cadenas de MAGs (Lépez-Martinez
et al., 2014).

La concentracion critica gelante (CCG) es la minima concentracion necesaria
de agente gelante para formar un organogel en un solvente especifico. Se
disefd el estudio de estos sistemas combinados, de tal manera que fuera
posible evaluar las interacciones entre el gelante y cogelantes para lograr la
estructuracion de los solventes en forma de oleogeles (Cuadro 5).

Cuadro 5. Concentracion critica gelante (CCG) de los gelantes individuales en los dos sistemas

de solventes estudiados.

Gelante/Solvente | CCG (%) en|CCG (%) en
HOSFO Mezcla (BLEND)

MAG 2.0 4.0

PA 2.0 3.0

HD 2.5 3.5

A partir de lo observado en estos resultados, se descubrié una mejor capacidad
de ensamble y gelificacion de los sistemas gelante/HOSFO, con respecto a la
mezcla con aceite de coco, puesto que en éste ultimo caso se requiere mayor
concentracion de gelante para lograr la estructuracion del solvente. Con el
objetivo de estudiar mejor las interacciones y estructuracién de los sistemas, se
hizo un disefio (Cuadro 5) para evaluar a los MAG como gelantes base en

combinacion con PA 'y HD, por separado, como co-gelantes.
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La eleccion de estas moléculas como co-gelantes esta basada en la similitud en
longitud de cadena (16-C) y naturaleza quimica, que sostienen con los
componentes principales (monoglicéridos de acido palmitico) de los MAGs que
componen la mezcla gelante base.

El estudio de la capacidad gelante de acidos y alcoholes grasos empieza a
ganar relevancia pues estas moléculas ya eran empleadas como aditivos
alimentarios, lo que significa que son seguros y comestibles (Lupi, 2017). Es
interesante analizar su comportamiento gelante en mezclas con otros agentes
gelantes, para ampliar las posibilidades de aplicacion y seguir buscando
alternativas de oleogelacion que lleven a obtener productos con caracteristicas
fisicoquimicas de interés. La definicion de un gel incluye las estructuras
continuas con dimensiones macroscopicas permanentes en el intervalo de
tiempo de un experimento analitico, y con comportamiento viscoelastico al
estudiar su reologia bajo ciertos limites de deformacién (George y Weiss, 2006).
Para definir la gelacion de los sistemas a estudiar, la primera técnica elegida fue
la mas simple de las técnicas reoldgicas: el método del vial invertido. Las
mezclas de aceites estructurados presentan un umbral de estructuracion
(CGC), que es posible determinar a través de un analisis visual (inversion de
vial), al determinar el punto en el que el sistema no fluye al invertir el vial que lo
contiene. En el caso de los geles de este estudio, se elaboraron para después
ser evaluados después de 4 horas: Se invirtieron, durante 1 hora, los viales en
el que estaban contenidos, cuando no se detectaba flujo del material en este
intervalo de iempo, se clasificaron como geles (Lan et al., 2015). En el Cuadro 5
se muestran los resultados derivados de esta técnica. A concentraciones mas
bajas de MAGs, y en conjunto con el estructurante HD, la solubilidad de esta
mezcla en el solvente HOSFO es mayor, en comparacion con los sistemas de
MAGs + PA, en ambos solventes. En el sistema HOSFO, incluso en la mayor
concentracion de MAGs (C3) en mezcla con HD, la estabilidad del material
cristalino no es suficiente para mantener una red que retenga al solvente. Los
cristales formados por el HD presentaban un gran tamafo, visibles nitidamente

a simple vista; en adicion con la mezcla de MAGs, no conforman una estructura
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cristalina que permita la inmovilizacién necesaria del solvente, la diferencia de
tamafno entre los cristales de HD, en contraste con los de MAGs, impiden la
estructuracién de una red estable, a pesar de un contenido de sdlidos alto con
respecto a los otros sistemas (5.17% +0.12). Al evaluar la CCG de los agentes
gelantes combinados los resultados mostraron una mayor capacidad de
gelacién por parte de la combinacion de MAG con PA, en comparacion con
MAG y HD (Cuadro 6). En todas las combinaciones de concentraciones en los
sistemas gelados con MAG+PA, se observo estructuracion de ambos solventes;
haciendo contraste con los resultados de la gelaciéon con HD como co-gelante,
pues en este sistema s6lo se observo gelacion en la mezcla de HD con la mas
alta concentracion de MAG (C3) en el sistema solvente BLEND. La informacion
del Cuadro 6, muestra los resultados de pruebas de gelacién por inversion de
vial. En donde se establece que no se form6 un gel (No GEL), significa que al
invertir el vial que contiene la formulacién especificada, ésta fluyé por las

paredes del vial por efecto de la fuerza de gravedad.

Cuadro 6. Capacidad gelante por CCG (concentracion critica gelante) de los organogeles de
MAG en mezcla con PA y HD a cuatro diferentes concentraciones: C1 =72 C2; C2="%CGCy
C3 =CGC + 1%, en los dos sistemas solventes: HOSFO y BLEND.

HOSFO
Co-GellMAG | C1 C2 CGC C3
PA CGC GEL GEL GEL GEL
HD CGC No GEL No GEL No GEL No GEL

BLEND (mezcla)

PA CGC GEL GEL GEL GEL

HD CGC No GEL No GEL No GEL GEL
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En investigaciones mas recientes, el enfoque se da en estudiar el efecto de
mezclas de gelantes, principalmente para buscar cambios reoldgicos; con el
objetivo de obtener materiales grasos con las propiedades de viscoelasticidad
que permitan su aplicacion como sustitutos de grasas saturadas y trans, para
uso alimenticio. Las mezclas estudiadas normalmente incluyen MAGs, debido a
sus ya conocidas y deseables caracteristicas gelantes (Lopez-Martinez et al.,
2015). Por este comportamiento ya conocido de los MAGs se decidio aplicarlos
como agentes gelantes en los sistemas a estudiar. El componente
estructurante/gelante de un organogel, aunque esta en la menor proporcion con
respecto al solvente o componente a inmovilizar, es el agente inmovilizador que
dara estructura al sistema. Mecanicamente, el requerimiento para que un
material actue como organogelante es: presentar el balance adecuado entre su
afinidad por el solvente (aceite comestible), y la suficiente insolubilidad en éste;
para desarrollar un fendmeno de formacion de particulas primarias en funcién
de la supersaturacion, temperatura, etc., alterando las interacciones soluto-
solvente. Estas particulas primarias experimentan posteriormente un auto
ensamble molecular (formacion de agregados definidos), y una subsecuente
auto organizacion (los agregados forman estructuras de mas alto
ordenamiento); creando finalmente estructuras supramoleculares pueden
formar una red tridimensional para atarpar fisicamente al aceite (liquido) en un
sistema con comprotamiento de gel (Patel, 2018). Con el fin de hacer un
analisis de las probables interacciones entre gelantes y agentes co-gelantes, se
disefiaron sistemas en los que los MAGs fungieron como gelantes, mientras
que el acido palmitico (PA) y el hexadecanol (HD) se usaron como co-gelantes.
La formacion de una red que permite la gelacién, sucede cuando la
concentracion de los estructurantes excede la concentracion critica. El co-
gelante HD usado individualmente logro la estructuracion de ambos solventes,
HOSFO y BLEND; aunque al aplicarlo en mezcla con MAGs, sélo se logré la
estructuracion del solvente BLEND a la concentraciéon mas alta de MAGs (C3).
La estructura de la muestra en general aumenta junto con el incremento en la

concentracion de agentes gelantes (Schaink et al., 2007). Se ha observado, en
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otros estudios previos, que en general, los alcoholes grasos producen una
mayor estructuracion (ej. firmeza de los geles), comparados con los acidos
grasos de la misma longitud, a la misma concentracion, destacando al acido
palmitico (PA) como la excepcion (Gandolfo et al., 2004). Los resultados
obtenidos se ajustan a estas observaciones: por separado, los agentes -PA y
HD- lograron la gelacién de los dos sistemas solventes. Por otro lado, al evaluar
las interacciones entre MAGs y co-gelantes, se observd un fenomeno de interés
en el que solamente el PA, como co-gelante, reforzo la estructuracion de MAGs:
se obtuvieron geles en todas las concentraciones y en ambos solventes. Esto
no sucedié con su alcohol, HD, pues en combinacién con MAGs su capacidad
estructurante decayo. Esto demuestra que aunque un agente gelante pueda
estructurar solventes de forma independiente, su comportamiento en
combinacion con uno o varios agentes puede resultar totalmente diferente;
situacion que puede atribuirse a modificaciones en la solubilidad de los agentes
en el solvente, interrupcién de interacciones entre particulas que debiliten la
estructura, es probable que el HD esté afectando la capacidad de autoensamble
de los MAGs, interfiriendo en la estabilidad de puentes de hidrogeno e
interacciones de Van der Waals (Calligaris et al., 2014; Lépez-Martinez et al.,
2015).

7.2.1 Caracterizacion calorimétrica de organogeles

La caracterizacion calorimétrica de los organogeles en las concentraciones
propuestas en el disefio experimental, asi como de los controles, permitié
obtener los termogramas que describen el comportamiento térmico de todos los

sistemas.
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Al analizar el comportamiento de los sistemas estructurados en las Figuras 8 -
11 se observa el comportamiento de los sistemas, asi como la forma de
interaccion entre los agentes gelantes y co-gelantes. La cristalizacion de MAGs
en los dos solventes (HOSFO y BLEND) (Figuras 8-B y 9-B), muestra dos
exotermas a 62 °C y 9 °C, correspondientes a las mesofases a y sub-a,
respectivamente. Mientras que las mesofases funden a 65 °C y 12 °C,
respectivamente. Esto comportamiento ha sido observado en estudios previos
de estas moléculas estructurantes (Lopez-Martinez et al., 2014; 2015; Toro-
Vazquez et al., 2013). Los agentes gelantes en este estudio (MAGs) aplicados
como parte de una mezcla comercial, tienen en su composicion un 55% de
monopalmitato de glicerilo, es decir, monoglicéridos de acidos grasos de 16-C,
por lo que al analizar las posibles moléculas co-gelantes, el acido palmitico (PA)
de 16 carbonos, asi como su alcohol, el hexadecanol (HD), tienen la estructura
ideal para evaluar las interacciones estructurantes al formar parte de un sistema
organogelado (Calligaris et al., 2014). Mientras mas largas y saturadas son las
cadenas hidrocarbonadas de un componente lipidico, presentan mayor
comportamiento solido; desde este punto de vista, los acidos grasos saturados,
como el palmitico, son moléculas ideales para estructurar aceites (Daniel y
Rajasekharan, 2003). Los agentes gelantes elegidos para este estudio son
capaces de auto-ensamblarse en forma de fibras o placas por medio de
interacciones no covalentes como: puentes de hidrogeno, apilamiento n-r,
interacciones coulombicas y fuerzas de van del Waals (Da Pieve et al., 2010); y
aunque la estructuracion no sea evidente, por ejemplo por técnicas visuales,
pueden detectarse las interacciones con otras técnicas, como la calorimetia

diferencial de barrido.
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A partir del comportamiento térmico de los sistemas, se observa la interaccion
potencial del acido palmitico en la estructuracion de los solventes con MAGs,
pues las transiciones de este acido graso, principalmente en la primera
cristalizacion, coinciden con las transiciones observadas en los organogeles de
MAGs (exotermas entre los 12-15 °C).

La mezcla comercial de MAGs, ademas del 55% de monopalmitato de glicerilo
mencionado, contiene 37.6% de monoestearato de glicerilo, asi como un bajo
porcentaje de acidos grasos libres (7.5%) y agua (0.8%). Una alternativa al uso
de la mezcla comercial de MAGs, es el uso de los monoglicéridos en estado
puro, pues se entiende que la presencia del monoestearato de glicerilo y demas
componentes menores, puede afectar la organizacion de la red cristalina, que
pretende complementarse con los co-gelantes de 16 carbonos. Proyectando la
aplicacion comercial de los sistemas, es mas conveniente el uso de la mezcla
comercial por su precio y mayor disponibilidad en el mercado. Aunque se uso la
mezcla de monoglicéridos, el comportamiento térmico de los MAGs es
compatible con el del co-gelante PA, al observarse el comportamiento de
cristalizacion individual (auto-organizacién) que ocurre en un intervalo de
temperatura muy similar para ambos gelantes, por lo que al combinarlos se

refuerza la inmovilizacion y estructuracion de los solventes.
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Las dos moléculas co-gelantes (Figuras 8 - 11) cristalizan a temperaturas
cercanas a la mezcla de MAGs; esto es un indicio de que, en el analisis térmico
de las mezclas de gelante mas cogelantes, pueda estar observandose una co-
cristalizacion. Esto es evidente en los sistemas MAGs+PA en HOSFO (Figura
8). En el control de PA se observa un exoterma a 4 °C, al interactuar con
MAGs, esta temperatura de cristalizacion aumenta; se ha observado que
cuando estan presentes dos o mas gelantes en un sistema, la presencia de
diferentes unidades de estructuracién llevan a una transicién sélido-solido, que
pueden atribuirse a la formacion de cristales mixtos, explicandose por un
incremento en la tasa de nucleacién, inducida por el agente co-gelante al
reducir la energia interfase (Bot y Floter, 2018). Con los gelantes utilizados en
este estudio, en donde el primer exoterma coincide en intervalo de temperatura,
estaria sucediendo que el co-gelante utiliza a los MAGs como punto de
nucleacion con el incremento en la concentracion de MAGs, se hace mas
notoria la presencia de otra transicién exotérmica entre 30 y 40 °C, presentando
una entalpia mayor con la maxima concentracién de MAGs (C3); mostrando asi,
un comportamiento de cristalizacion dependiente de la concentracion. Esto
indica la interaccion entre MAGs y PA. Se explico anteriormente que la fase
lamelar inversa de los MAGs es su forma de estructurse; en los sistemas
combinados, a medida que aumenta la concentracion de MAGs se hace
necesaria mayor energia para la formacion de esta fase lamelar. Estos
resultados, junto con los descritos en la gelacion por ausencia de flujo (inversion
de vial), permiten establecer que el PA fortalece los puentes de H entre los
grupos polares de MAGs, a través de sus grupos carboxilo (Sintang et al, 2016).
Estas interacciones podrian verse reflejadas en algun efecto sinérgico en las
propiedades mecanicas finales.

Los alcoholes grasos, como el hexadecanol, de 16 carbonos, al igual que los
MAGs, son moléculas anfifilicas con un grupo hidroxilo unido a la cadena
alifatica. La presencia del grupo polar, les imparte la habilidad de auto-
ensamblarse en diferentes formas. El tipo de estructuras que los alcoholes
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grasos pueden formar, depende de su longitud de cadena y de su
concentracion, ademas influye el tipo de solvente y las condiciones de
procesamiento (Lupi et al., 2013; Bot y Floter, 2018). En la Figura 10-B En
donde se muestra la cristalizacion de HD (en su CCG) en el solvente HOSFO,
se observa un exoterma a una Tcr (temperatura de cristalizacion) de 13 °C.
Esta Tcr se ve disminuida en presencia de MAGs, lo que significa que estos
componentes afectan los requerimientos de energia para comenzar a cristalizar
y por lo tanto, para estructurar al solvente. Los sistemas formulados con
hexadecanol presentaron menor capacidad de estructuracion, en comparacion
con las formulas conteniendo acido palmitico; su CCG fue mayor, es decir se
requiri6 mayor cantidad de hexadecanol para gelar/estructurar los sistemas
solventes. De acuerdo con Daniel Co y Marangoni (2012), las transiciones de
alcoholes grasos son dependientes de la concentracion y de la longitud de la
cadena, esto debido a que mientras mas grupos —CH»- se encuentren
presentes en la cadena del alcohol, existiran mas interacciones estructurantes.
El hexadecanol de 16 carbonos, no interactua con los MAGs, de manera que
pueda lograrse la estructuracion de los aceites vegetales. La combinacién de
estos agentes gelantes, promueve la solubilizacion de las moléculas en el
aceite, por lo que son visibles las transiciones térmicas, pero no es posible
estructurar al aceite y visualizar la gelacion. Sin embargo, por si solo, en el
analisis visual si presenta capacidad de estructuracion, con especial afinidad
por la mezcla de HOSFO+CO (BLEND); esto fue posible observarlo al
monitorear la gelacion: dentro de la primera hora de enfriamiento del gel, a
simple vista se notaban los cristales de tamafio considerable desarrollados por
el hexadecanol, ademas de que era evidente la inmovilizacién del sistema
solvente. En el comportamiento de cristalizacion de MAGs+HD, en HOSFO, se
observa, en el caso de la segunda transicion, un cambio de segundo orden en
contraste con la transicidon correspondiente en el solvente BLEND, con un
exoterma y un comportamiento de gel (el unico en las mezclas con HD) en las
pruebas visuales de inversion de vial. En otros estudios, se ha determinado que

no existe relacion entre el tipo de solvente utilizado y la estructuracion final, en

72



sistemas donde han sido utilizadas mezclas de acidos grasos con alcoholes
grasos como agentes gelantes (Gandolfo et al., 2004; Schaink et al., 2007). Sin
embargo, como ya se menciono, al observar las transiciones en la cristalizacion
para ambos sistemas solventes, presentadas por los sistemas de MAGs
combinados con HD, las diferencias pueden relacionarse con la prueba de
gelacion por inversion, asi como con las caracteristicas quimicas de los
solventes. La presencia de los acidos grasos de cadena media, componentes
mayoritarios del aceite de coco, por poseer cadenas alifaticas mas pequenas,
estaria modificando la polaridad del sistema solvente, disminuyendo las
interacciones entre gelante y co gelante (Lupi et al., 2018), dando por
consiguiente el resultado de sistemas menos estructurados, que no pasan la
prueba de inversion de vial. Esto se relaciona con el comportamiento térmico
del aceite de coco, con una temperatura de fusion alrededor de 26 °C, la cual
coincide con el intervalo de las transiciones sucedidas en los sistemas
estudiados, esta caracteristica fisicoquimica del aceite de coco como solvente,
contribuye a los fendmenos de estructuracion en la mezcla con la mayor
concentracion de MAGs. Entonces, el aceite de coco altera el comportamiento
de estructuracion en funcion de la concentracion de los agentes gelantes y de la
temperatura de los sistemas. Con respecto al comportamiento de la mezcla con
HD en HOSFO, en el comportamiento de fusion se nota un exoterma principal a
26 °C, con un hombro a 10 °C, el cual se atribuye a una transicién de fase
soélido-sélido (Lépez-Martinez, 2014), aun sin la formacion de geles, al presentar
transiciones térmicas estos sistemas estan formando cristales sin la estructura
suficiente para evitar que el aceite fluya. Por la naturaleza quimica del alcohol
graso y su afinidad con MAGs, podemos hablar de una intersolubilizacion entre
estos componentes, lo que esta disminuyendo sus posibilidades y capacidad de
estructuracion.

Los sistemas de MAGs + PA, presentaron estructuracion en todas las

combinaciones de concentraciones.
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7.2.2. Caracterizacion reolégica de organogeles y su relacion con la

microestructura y contenido de sélidos.

A partir de la caracterizacion térmica de los oleogeles formulados, se
observaron transiciones importantes indicando una posible estructuracion en el
comportamiento exotérmico (cristalizacion) a 15 °C y -2 °C; por lo que estas
temperaturas se eligieron para hacer los analisis reoldgicos y de microscopia.
La reologia de un organogel proporciona datos sobre sus interacciones
microestructurales y como esto se refleja en sus caracteristicas mecanicas.

Los experimentos reologicos de los sistemas en estudio se desarrollaron bajo
régimen oscilatorio, para evaluar el modulo de almacenamiento (G’) en funcién
de la frecuencia. Previo a esto, es necesario determinar la naturaleza y
propiedades mecanicas de la estructuracion en cada sistema, para lo cual, se
realizaron barridos de deformacion. Estas pruebas se realizaron en un intervalo
de deformacién de 0.001 a 100% a 1 Hz de frecuencia constante, asi, los
sistemas se llevan hasta el rompimiento completo de la estructura formada,
para conocer sus limites de deformacion plastica y determinar la region
viscoelastica lineal (RVL), que se define como la region en la que, con el
esfuerzo aplicado, no se logra la destruccion del gel (estructura). Un sistema
con comportamiento de gel (viscoelastico) presentara valores de mddulo
elastico mayores a los del médulo viscoso (G’ > G”). Este comportamiento se
presentd en todos los oleogeles estudiados; aunque por supuesto se
presentaron variaciones en los valores de G’ encontrados para cada sistema,
en funcidn de las proporciones de gelantes y solventes. Como se explico, los
barridos de deformacion permitieron definir la RVL, dentro de la que se eligid
un valor de deformacion para realizar los barridos de frecuencia y dilucidar las
caracteristicas del comportamiento viscoelastico de los oleogeles. Los analisis
reolégicos se realizaron tomando en cuenta que los oleogeles son materiales

cuya estructura depende en gran medida de la temperatura (Lupi et al., 2016)
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por lo que la temperatura de las mediciones fue cuidadosamente controlada por
un sistema Peltier.

En las evaluaciones visuales, los organogeles de MAGs resultaron tener
buenas caracteristicas de atrapamiento del aceite; aunque reolégicamente, para
el sistema solvente HOSFO, los geles de MAGs con la menor concentracion
(MAGC2) presentaron una G’ notablemente inferior y con alta dependencia de
la frecuencia, al compararse con el resto de los sistemas con otras
concentraciones y combinaciones de organogelantes; este comportamiento de
gel débil se presentt con las dos temperaturas de estudio. Las variaciones en la
composicion y concentraciones resultaron en diferentes mecanismos de
cristalizacion y por ende en diferencias en la fuerza de los geles.

En las microfotografias de la Figura 13 se observan los cristales formados por
los oleogeles. Los MAGs formaron estructuras esferuliticas y aglomeraciones
cristalinas; las esferulitas se forman por la agregacion de cristales en forma de
agujas, que crecen a partir de un centro de nucleacion y que tienen diferente
orden de ramificaciones, formando, por lo tanto, estructuras cristalinas
relativamente grandes. En estudios previos de la microestructura de MAGs, se
ha encontrado que presentan esta estructura de aguja, consistente con lo
observado a través de las microfotografias realizadas para este estudio (L6pez-
Martinez et al., 2014). La microestructura de PA se define por el desarrollo de
nucleacion estocastica (Sagiri, 2018), resultando en la formacion de cristales
que forman redes estructurales en forma de fibras (Figura 13).
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Figura 12. Modulo de almacenamiento (G’) para los sistemas en aceite de cartamo alto en
acido oleico (HOSFQO) a 15 °C

Figura 13. Microfotografias a 20x con MLP de sistemas en aceite de cartamo alto en acido
oleico (HOSFO) a 15 °C
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Al combinarse con MAGs, se observa en la microestructura del gel un
comportamiento de auto ordenamiento, notandose que ambos componentes
cristalizan de manera independiente, formando unidades de estructuracion
caracteristicas, como se describieron anteriormente (cristales esferuliticos +
fibrosos), que contribuyen al fortalecimiento sinérgico de las propiedades
reologicas de los geles formados (Figura 12). En investigaciones mas recientes
se ha encontrado el efecto positivo de co-gelantes, para retardar la transicién de
cristales sub-a a B en MAGs, fortaleciendo de esta manera sus propiedades
térmicas, mecanicas y de inmovilizacion de los aceites (Aguilar-Zarate et al.,
2019).

El comportamiento reoldgico exhibido por el alcohol graso, HD, como
estructurante (Figura 12), presenté una tendencia de valores altos de G’ en los
barridos de frecuencia, lo interesante de este agente es que, en las pruebas de
inversion de vial, su capacidad de estructuracion resulté siempre inferior a la del
resto de los gelantes y combinaciones de ellos; por lo que se esperaba ver esto
reflejado en los estudios reoldgicos. Al descubrir su alta capacidad de
estructuracién en su independencia de G’ con respecto a la frecuencia, se
procedid al analisis de su estructura cristalina por microscopia. Inicialmente, la
busqueda resulté en ciertas complicaciones, hasta que se encontré que esto se
debia a que los cristales formados por HD se presentan como grandes placas
interconectadas, lo que explica su fuerza de estructuracion, y al mismo tiempo
que ésta pudiera perderse tan facilmente al aumentar la temperatura al realizar
las pruebas de inversion. En este sentido, al descubrir su reologia, y observar la
morfologia cristalina, los oleogeles de HD pudieran tratarse como materiales
con estructuras dependientes de la temperatura del sistema, por sus
temperaturas caracteristicas de fusion/cristalizacidon (22-25 °C), muy cercanas a
temperaturas en las que se realizaron los estudios a 15 °C.
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A 15 °C en el solvente HOSFO, la combinacién de HD con MAGs en su CCG,
presenta una disminucion en su contenido de sodlidos, con respecto a la
combinacion con la concentracion mas alta de MAGs (C3); de 3.81% +0.3 a
2.51% £0.01.

Se especula que, a pesar de que MAGs se encuentran en su CCG, la falta de
estructuracion se debe a la diferencia en las estructuras moleculares,
desarrollandose una interferencia en el apilamiento y ordenamiento de cada
componente gelante, obstaculizando la cristalizacién, por lo que se forma menor
cantidad de masa cristalina. EI umbral de estructuracion de HD esta muy
finamente delimitado, muy probablemente también influido por la naturaleza del
solvente; ya que en las pruebas de inversidon sélo resistieron el flujo aquellos
sistemas en solvente BLEND, que contiene aceite de coco, el cual se puede
suponer que participa en potenciar la estructuracion, esto por su alto contenido
en sélidos, asimismo al mismo tiempo influye en la pérdida de estructura en
funcion de la temperatura.

Al analizar el comportamiento reoldégico de los sistemas estudiados, siguiendo
el disefio experimental, se puede observar que, para los oleogeles en HOSFO,
los gelantes puros, presentaron una G’ notablemente mayor que los sistemas
con co-gelantes. (Figura 14) Para este solvente, HOSFO, a 15 °C, la mezcla de
PA mas MAGs en su concentracion mas alta, también presentdé una mayor
elasticidad en su estructura; y a -2 °C, esta misma concentracion de MAGs en
combinacion con HD, presentd fuerza de estructuracion solo superada por
MAGs y HD en sus maximas concentraciones. Este comportamiento es
consistente con HD y MAGs en este sistema solvente. La sinergia reoldgica
observada en varios sistemas combinados de MAGs con PA, puede explicarse
con la observacion de las estructuras cristalinas desarrolladas, pues las
esferulitas formadas por MAGs se ven reforzadas por las pequefias placas
cristalinas del acido graso, la presencia de PA como co-gelante provoca que los
agregados cristalinos de las esferulitas de MAGs se distribuyan, y a través de
esta dispersion de los cristales, es posible lograr una red con mayor

entrelazamiento, mejor atrapamiento de los sistemas solventes y por lo tanto
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influir positivamente en las propiedades viscoelasticas (Figura 15).
Microscopicamente puede explicarse esto también por la dispersion cristalina y
posterior formacion de cristales mixtos; de acuerdo con las microfotografias se
puede sugerir que estos cristales mixtos se forman como estructuras mas

pequefas que permiten una mayor fase sélida en el oleogel (Figura 15)
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Figura 14. Modulo de almacenamiento (G’) para los sistemas en aceite de cartamo alto en
acido oleico (HOSFQO) a -2 °C
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Figura 15. Microfotografias a 20x con MLP de los sistemas en aceite de cartamo alto en acido
oleico (HOSFO)a -2 °C

El analisis del comportamiento reoldgico de los sistemas en solvente BLEND,
hace evidente la superioridad en estructuraciéon que presenta el HD a 15 °C,
esto con respecto al resto de las concentraciones y combinaciones de agentes
gelantes (Figura 16). Por debajo de este oleogel se encuentran, en cuanto a
fuerza de estructuracion, las combinaciones de MAGs en su mas alta
concentracion con los dos cogelantes, PA y HD. Es notable que, a esta
temperatura estudiada, el HD tiene una G’ diez veces mayor que los dos
sistemas que le siguen en estructuracion viscoelastica, observandose una alta
capacidad de gelacion en este sistema en contraste con el de menor

estructuracion, MAGs, en su concentracion mas baja de estudio (MAGC?2).
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Figura 16. Modulo de almacenamiento (G’) para los sistemas en mezcla de HOSFO + aceite de

coco (BLEND) a 15 °C

Figura 17. Microfotografias a 20x con MLP de los sistemas en mezcla de HOSFO + aceite de

coco (BLEND) a 15 °C
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Los oleogeles en BLEND a -2° C presentan una alta dependencia en la
frecuencia, con un gran incremento en la G’ al seguir los barridos de frecuencia,
esto se atribuye a la estructuracion en otra forma polimorfica a esa temperatura,
pues los acidos grasos y alcoholes grasos cristalizan preferentemente en forma
’, y ademas, se considera la influencia de la mezcla de solventes,
especificamente la presencia de los AGCM del CO y a las caracteristicas
térmicas de este aceite solvente, que a esta temperatura por debajo de 0 °C, se
encuentran en su mayoria cristalizados, influyendo en el comportamiento de
cristalizacion y viscoelasticidad de los sistemas, especificamente en el valor de
G’, que aumenta por la mayor cantidad de solidos (i.e. aceite de coco). Por lo
tanto, puede observarse que para los sistemas MAGC2 y PACGC, la presencia
de aceite de coco en el sistema solvente tiene un impacto sobre su
estructuracién, en funcion de la frecuencia aplicada, hacia los 2000 Hz, estos
dos sistemas mencionados, desarrollan un aumento en su capacidad de
estructura (G’), destacando del resto de los sistemas, en los que no se observa
esta dependencia tan marcada en funcion de la frecuencia, lo que define

reolégicamente a un gel débil (Figura 18).
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Figura 18. Modulo de almacenamiento (G’) para los sistemas en mezcla de HOSFO + aceite de
coco (BLEND) a -2 °C

Figura 19. Microfotografias a 20x con MLP de los sistemas en mezcla de HOSFO + aceite de
coco (BLEND) a -2 °C
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A partir de los barridos de frecuencia, se obtuvo la informacion para poder
indicar que la G’ es constante en practicamente el resto de los sistemas
estudiados, lo que coincide con el comportamiento de un gel verdadero.

Los tres agentes, por separado tienen la capacidad de gelar aceites aunque al
observar los geles elaborados, en el almacenamiento se presentaron algunos
problemas de estabilidad; por lo que el interés de hacer las mezclas de agentes
y evaluarlos por las diferentes técnicas, especialmente por reologia, esta
basado en la evidencia previa de que en muchos casos, la capacidad gelante y
las cualidades reoldgicas se ven potenciadas al hacer mezclas de gelantes
(Lopez-Martinez et al., 2015; Lupi et al., Sintag et al., 2016) Asimismo, existen
estudios en donde se ha analizado el comportamiento gelante y reoldgico de los
MAGSs, individualmente o en combinacion con sustancias de otra naturaleza
como polimeros o esteroles, y también hay investigacion extensa acerca de la
combinacion de acidos grasos con alcoholes grasos, por lo que en este estudio
se estan explorando por primera vez las probables interacciones entre MAGs y
moléculas de acidos y alcoholes grasos.

El comportamiento reologico reveld patrones generales en las caracteristicas de
los sistemas: a medida que aumenta la concentracion de los agentes gelantes
se presenta un comportamiento viscoelastico consistente, con G’ mayores y sin
dependencia de la frecuencia.

Por las caracteristicas reoldgicas de los sistemas analizados, a partir de los
barridos de frecuencia, se concluye que los sistemas tienen las propiedades
adecuadas para generar sistemas suficientemente estructurados y asi poder
pensar en una aplicacion como sustitutos de grasas solidas (saturadas o trans).
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8. CONCLUSIONES

La interesterificacion modificé el comportamiento térmico de las muestras
grasas originales.

La interesterificacion causé una homogeneidad en la forma y tipo de cristales
formados, eliminando la granulosidad indeseable de la manteca de cerdo.

Al realizar el analisis estadistico, no se observaron diferencias significativas
entre los dos métodos de interesterificacion (enzimatico y quimico); por lo que
se decidié utilizar sélo las mezclas modificadas enzimaticamente, en las etapas
posteriores del proyecto.

Al analizarse la aplicacion potencial de las grasas interesterificadas, se observo
que presentaban un comportamiento similar a la manteca de cacao, por lo que
se elaboraron formulaciones con diferentes proporciones de mezclas
interesterificadas y cacao. La mezcla con 80% de cacao y 20% de mezcla
interesterificada, presentd un comportamiento térmico y un contenido de solidos
similar al de la manteca de cacao, por lo que se propuso un uso potencial como
sustituto parcial de manteca de cacao.

Al analizar la textura y microestructura del sistema, se encontro que la
formacion de agregados mayores, con mas alta densidad cristalina, tuvieron el
efecto de una mayor firmeza en el sustituto CBR80, que en el de la manteca de
cacao control; por lo que esta mezcla resultaria un buen candidato para

elaborar un sustituto de manteca de cacao.

La combinacion de gelantes con longitudes de cadena similares promovio la
formacion de cristales mixtos que permiti6 una mejor estructuracion de los
aceites vegetales liquidos. La composicion del tipo de aceite vegetal utilizado
como solvente, influye en las propiedades térmicas de los organogeles

producidos, al afectar los procesos de cristalizacion.
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Reologicamente se observd que el solvente HOSFO presenté mejores
interacciones con los agentes gelantes puros y combinaciones, lograndose
mejor capacidad de estructuracion, G’ mayores y con nula o poca dependencia
de la frecuencia, lo que los define como geles fuertes.

En reologia se presentaron efectos notables en las propiedades viscoelasticas
con respecto al sistema solvente utilizado, pues los organogeles desarrollados
en la mezcla de solventes BLEND, presentaron en general menor G’, con mayor
dependencia de la frecuencia.

La microestructura de los sistemas resulté concomitante con el comportamiento
reologico de los sistemas, observandose mayores dispersiones cristalinas,
mayor densidad de sdlidos y estructuras mixtas que permitieron un mejor
atrapamiento del gel en los sistemas que coincidentemente presentaron
mejores propiedades viscoelasticas en reologia.

Los organogeles de mezclas de gelantes en HOSFO tienen las cualidades
reoldgicas necesarias para pensarse como posibles sustitutos de grasas trans
en industria de alimentos. La aplicacion potencial especifica seria tema de otro
estudio futuro, enfocado en esta tarea.

Los organogeles elaborados con MAGs + PA como co-gelante, resultaron en
estructuras mas estables y con mejores propiedades reoldgicas, en
comparacion con la combinacion de gelantes MAGs + HD. La mayor
compatibilidad entre MAGs y PA se explica por la formaciéon de diferentes
unidades estructurantes, que previenen la agregacién de la masa cristalina, lo
que es un problema por ejemplo con los geles elaborados sélo con MAGs;
propiciando una mejor distribucion espacial de la masa en la fase oleosa.

La incompatibilidad de MAGs con HD, se explica por el tamafo tan grande de
cristales formados por HD, que obstaculizan cualquier interaccion con las
particulas cristalinas de MAGs. Esto hace que los cristales de MAGs se
conformen en esferulitas alargadas, lo que resulta en una dispersion cristalina
homogénea, comportandose como si no existiera un co-gelante, situacion que
que aumenta las probabilidades de formacion de agregados débiles sin
suficiente capacidad de atrapar el aceite.
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ABSTRACT

Lard is an animal fat containing spedific triacylglycerols
(TAGs) where the saturated fatty acids are mainly located in
the sn-2 position providing it with inadequate attributes for
the food industry, such as graininess. By Interesterification,
a redistribution of fatty acids within the glycerol molecule
takes place modifying fats and oils properties. Interesterifica-
tion of lard and coconut oil (CO) blends at 7030 and 8020 ra-
tios, resulted in 18,70, 1B,80 (enzymatic procedure) and IB 70,

(chemical procedure). They were characterized by their
aadity index (Al), iodine index (Il) and thermal behavior by
differential scanning calorimetry (DSC). I results showed
that the highly saturated TAGs in CO affects lard only at the
70:30 ratio. DSC results made evident that the IB_ and 1B,
melting profiles are not significantly different. Additionally,
they showed higher crystallization and melting enthalpies
compared to native lard, indicating a higher degree of inter-
molecular arrangement. These findings led to an application
as a potential cocoa butter (CB) substitute. A mixture (CBR80)
of 20% IBE70 and 80% (B, resulted in a thermal behavior
that most resembled CB. Microstructure and texture showed
(BRB0 as afeasible CB replacer.
Keywords: Lard, Interesterification, Cocoa butter replacer

RESUMEN

La manteca de cerdo es una grasa que contiene tria-
cigliceroles (TAGs) especificos, en donde los acidos grasos
saturados se localizan principalmente en I3 posicion sn-2, lo
que determina atributos (textura arenosa) inadecuados para
la industria alimentaria. Con la interesterificacion, los acidos
grasos son redistribuidos dentro de la molécula del glicerol,
modificando las propiedades de lipidos. Se interesterificaron
mezclas de manteca de cerdo y aceite de coco (CO) en pro-
porciones 70:30 y 80:20, obteniéndose IBE70, IBEBO (proceso
enzimatico) y IBC70, IBC80 (proceso quimico). Se caracteriza-
ron por Indice de acidez, indice de yodo (Il) y perfil térmico
por calorimetria diferencial de barrido (DSC). Los resultados
de Il mostraron la influencia de los TAGs saturados del CO
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en las mezdas 70:30. Mediante DSC se encontrd que no hay
diferencia significativa entre los perfiles de fusion de IBE e
IBC Ambas presentaron entalplas de cristalizacion y fusion
mayores que la manteca original, indicando un mayor orden
de arreglo intermolecular. Estos resultados apuntaron hada
un potencial sustituto de manteca de cacao ((B). Se hicie-
ron estudios térmicos, de microestructura y textura de una
mezcla con 20% de IBE70 y 80% de CB (CBR80), como posible
ingrediente para la confeccion de un sustituto de CB.
Palabras clave: Manteca de cerdo, Interesterificacion, Susti-
tuto de Manteca de Cacao

INTRODUCTION

Some edible fats and oils are not suitable for its appli-
cation on many food products, mainly due to its difficulties
for crystallization, melting temperature range and their
consistency. Overall, the industry does not consider animal
fats as the best ingredient for use in food formulations
(Jimenez-Colmenero 2007; de Oliveira et al., 2015). Further-
more, some other fats with important uses in food industry,
such as milk fat, cocoa butter (CB), among others, are expen-
sive and/or its supply is uncertain (Rios et al,, 2014; Gregersen
et al., 2015); therefore, there is a need to seek modification
processes to make poorly functional fats applicable to a
wider range of products. Modification procedures include
hydrogenation, fractionation, interesterification and blends.
Partial hydrogenation was for many years the traditional oil
processing method, with the inconvenience of trans fatty
acds formation and their adverse effects on human health
(Ribeiro et al., 2009). Therefore, healthier alternatives are
needed and a particular interest in the interesterification
process has increased in recent years arising from the fact
that the resulting modified fats do not possess undesirable
byproducts (i.e trans fats), and the process is relatively inex-
pensive (Zhang et al, 2015). Interesterification leads to the
rearrangement of the acyl groups within or between TAGs
molecules modifying the physicochemical properties (e.g.
thermomechanical properties) of the final fat, maintaining
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their fatty acid composition (De Clercq et al,, 2011). Interes-
terification can be performed chemically or enzymatically.
The chemical reaction involves sodium alkylates as main
catalysts, which are easy to handle and remowve, and can
initiate the reaction in low concentrations, causing a random
fatty acid redistribution. However, the application of chem-
ical catalysis can cause the formation of soap and methyl
esters. On the other hand, the enzymatic interesterification
takes place under relatively mild conditions, reducing the
oil/fat loss with fewer unit operations. This technique has
the great advantage of allowing a specific redistribution of
fatty acids, for design products (Zhang et al,, 2015; Paula et
al, 2014). Consequently interesterification is a promising tool
that can be used to modify poorly functional fats, that when
combined with vegetable oils, could enhance some of their
thermomechanical properties (e.g. melting point, hardness)
(Wang et al,, 2016).

Lard is an animal fat obtained from the adipose tissue
of pig by a rendering process. Lard is distinctive from other
fats because the saturated fatty acids are mainly located in
the sn-2 position and the unsaturated fatty acids in the exter-
nal positions. Itis also known that lard generallyin
the most stable polymorph of fats (i.e. B). Unfortunately, this
provides it with inadequate functional characteristics such
as graininess and poor creaming, limiting its use in the food
industry (Steen et al., 2015; Seriburi and Akoh, 1998; Campos
et al., 2002). On the other hand, coconut oil (CO) has gained
importance in food and cosmetic industries over recent years.
The unique fatty acid composition of this oil, containing
more than 65% medium-chain fatty acids (fatty acids of 6 to
12 carbon atoms), provides higher water solubility and better
digestibility than fats with TAGs containing long-chain fatty
acids (Cassiday, 2016; Nugrahini et al., 2015). CO crystallizes
mostly in the desired polymorphic B’ form (Chaleepa et al,
2010) which delivers a smooth texture (Campos et al, 2002).
Hence, for the purpose of this investigation, we choose CO as
blending oil for the interesterification process to improve the
physicochemical and functional properties of lard. In previ-
ous studies, blends of lard and vegetable oil {i.e. soybean oil)
have been modified through enzymatic interesterification in
order to obtain structured lipids to be applied as plastic fats
and human milk fat substitutes, with a successful outcome
(Silva et al., 2012; da Silva et al, 2013). Moreover, there are
studies focused on alternatives for fats used as important
ingredients in food products, such as (B, due to its high price
and increasing demand. The basis of these altematives are
the modification of commercial vegetable oils and some
animal fats through enzyme-catalyzed interesterification
to obtain (B substitutes and/or equivalents (Kadivar et al,
2013).

In this study, two blends of lard and CO (80:20 and
70:30) were enzymatically and chemically interesterified
resulting in an interesterified blend. Their physicochemical
properties and possible application as a CB substitute were
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MATERIALS AND METHODS
Materlals

The interesterified blends (IB) chemically (IB) and
enzynuticalym‘)wempmdwedflunbiendsoflardmd
COina 7030 (IB_70 1B,70) and 80:20 ratio (IB_80 1B 80). Lard
wasobtz\edflomalocalbtmdlerynAgumﬁenta.Ags.
Mexico and CO from Hain Pure Foods (The Hain Celestial
Group, USA); and CB from Pealpan. San Luis Potosi, Mexico.

Interesterification

Chemical interesterification was achieved with sodi-
um methoxide as a catalyst (Sigma-Aldrich) following Roy
and Bhattacharyya (1993) method, with modifications. Sam-
ples of 100 g with 0.4 g of catalyst were held at 90 °C for 40
min with constant stirring (300 rpm) with a magnetic stirrer
and under reduced pressure conditions. Then, the catalyst
was neutralized with citric acd and the reaction mixture
was washed with boiling water. Afterwards, the product was
separated using a sedimentation funnel Finally, product’s
moisture was removed with reduced IB. samples
were bottled and kept under refrigeration at 0 °C. For the
enzymatic interesterification, the methodology of DeClerg
et al. (2011) was applied, sn-1,3 specific lipase from Candida
antarctica B (Novozyme) was used. The reaction mixture
consisting of 100 g sample with 1% of enzyme was held at
70 «C for 30 h with constant stirring (200 rpm) under vacuum
conditions. At the end of the reaction time, the mixture was
filtered to recover the enzyme. Finally, the IB_samples were
bottled and kept under refrigeration at 0 “C.

Chemical characterization

The acidity and iodine index were determined through
the official Mexican Normative procedures: NMX-F-101-1987
and NMX-F-152-SCF1-2011 respectively. Each determination
was carried out with the corresponding replicate.

Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Hermetically sealed samples in aluminum pans were
analyzed with a TA Instruments (New Castle, DE, USA) Model
Q1000 equipment to determine their crystallization and
melting thermograms. Samples were heated at 80 «C for 15
min, cooled to -40 °C at a rate of 10 *C/min. After 2 min at
-40 °C, samples were heated to 80 °C, at a rate of 5 °C/min.
Thermal parameters were obtained through aTA Instruments
Universal Analysis 2000 (v. 45A) software. All determinations
were carried out with a replicate.

IB blends with CB
Samples of 1B70 were blended with (B at 20%
(CBR20), 30% (CBR30), 50% (CBRS0) and 80% (CBRS0).

Solid Fat Content (SFC)

SFC was determined by AOCS official method (Cd 16b-
93 1997); using a low resolution nuclear magnetic resonance
equipment (the minispec mq20 BRUKER NMR Analyzer, Bruc-
ker Analytik; Rheinstetten, Germany). As CB is a stabilizing fat,
itmust be tempered before measuring SFC profile. Test tubes
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were filled to a height of 4 cm and melted at 100 «C for 15
min, followed by the tempering at 60 *C for 5 min, 0 *C for
90 min, 26 *C for 40 h, 0 *C for 90 min. Finally, kept for 60 min
at the measuring temperatures: 0, 5, 10, 20, 30, 40 and 60 *C.
Each determination was carried out with a replicate.

Polarized light Microscopy

The microstructure was analyzed using an Olympus
BX51 microscope (Olympus Optical Co,, Ltd., Tokyo, Japan)
equipped with a color video camera (KP-D50; Hitachi Digi-
tal, Tokyo, Japan) and a Linkam TP94 heating/cooling stage
(Linkam Scientific Instruments, Ltd., Sumey, England) con-
nected to an LTS 350 temperature control station (Linkam
Scientific Instruments, Ltd) and a liquid nitrogen tank. A
droplet of melted fat was placed between a glass slide and
a glass slip. The sample was first melted at 60 °C, followed by
the same thermic program used for SFC determination. After
the 40 h incubation period at 26 °C, samples were placed on
the heating/cooling stage and kept at 20 or 30 “C for 60 min.
After the 60 min incubation time, polarized light microphoto-
graphs (PLM) were obtained at 20

Texture analysis

The texture was analyzed using a TA-XTPlus texture
analyzer equipment (Stable Microsystems, Surrey, UK) with
an aluminum 20 mm cylinder probe (P/20), using 5 Kg load
cell. Samples were penetrated to a depth of 12 mm with a
constant speed of 1.0 mm/s Blends were analyzed at 0, 10,
20 and 30 °C respectively; and firmness (Kg) was recorded
using the equipment software (Texture Exponent 32; Stable
Microsystems). Five independent determinations for each
sample were camied out.

Statistical analysis

The data was analyzed with the Statistica software (V
12.0 StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA). A one-way ANOVA followed
by a Tukey’s significance test for comparison was applied to
determine significant differences.

RESULTS AND DISCUSSION
Chemical characterization

Acidity index (Al) serves as an indicator of fats and oils
quality since it represents the free fatty acids proportion in a
system and it can be used as an estimation of fat's stability.
According to official Mexican normative (NMX-F-110-1999),
regarding lard's specifications, Al should not be higher than
1% (expressed as oleic acid). On another note, the interna-
tional normative institution- Codex Alimentarius, establishes
that lard can present Al values up to 1.25% (CODEX STAN
211-1999, 2015). Within this context for the 1B 80 and IB.70,
the Al resulted higher than the acceptable normative val-
ues, NMX-F-101-1987; NMX-F-110-1999 (4.51%+0.07 and
422%20.1 respectively) indicating a considerable amount of
free fatty acids in the studied samples. On the contrary, for
the BCBO and BJO the Al was 0.82%+0.07 and 1.09%+0.06
respectively, which is within the acceptable parameters. In

interesterification studies (performed enzymatically and/or
chemically), it has been noticed that higher rates of diacil-
glycendesmdﬁeefanyacidsampmducedbyﬂ)emymanc
process in comparison with the chemical interesterification,
and that lipases are able to hydrolyze the TAGs to free fatty
acids, mono and diacylglycerols. This can be associated with
the presence of water in the sample, even with the enzyme
preconditioning and water/moisture removal before the
initiation of the interesterification process (Lopes et al, 2016;
Wirkowska-Wojdyla et al, 2016). Therefore, this indicates that
the interesterification of fatty acids in the chemical procedure
is more effective than in the enzymatic procedure, under this
study conditions. In spite of these differences, none of the IB
samples presented any visible evidence of sensorial defects
in terms of odor, color and consistency (results not shown).

Fat stability can also be evaluated by Il (iodine index),
which allows us to measure the degree of unsaturation
among the fatty acid chains present in oils and fats (Adewale
et al, 2014). Lipids with a higher Il have a tendency to oxida-
tion due to the higher degree of double bounds leading to
less stability. For the same percentage of COin the IBs results,
there are no significant differences between the samples Il
(61.03 £0.6 for IB,80; 60.91+0.5 for 1B 80- and 34.4510.6
for 18,70 and 34.2620.5 for IB_70 (p>0.01). This, since during
an ntefestetﬁatnm process the fatty acdd composition
remains the same, including the degree of unsaturation,
regardless of the process type (e chemical or enzymatic).
According to the official normative (NMX-F-110-1999), the
acceptable Il for lard and byproducts is 45-70, and for this
particular lard used in the blends, the il was 6263 + 1.6,
therefore for blends IB 80 and IB_80, the amount of CO used
was not sufficient to significantly change their Il (p>0.01).
On another note, values of Il for blends IB,70 and IB_70 were
lower than the Il normative values of lard but higher than
the CO (63-10.6), and so the hi of CO in IBs,
largely affects lard, due to the highly saturated TAGs in CO
(NMX-F-110-1999; CODEX STAN 211-1999,, 2015) making it
more stable in terms of axidation.

Thermal properties

For discussion purposes of this study, as shown in
Table 1, regarding the crystallization profile, the only crystal-
lization temperature analyzed as the start of crystallization
(ie. beginning of the first exotherm) denominated T_ for all
samples. Fotd\emel'mgpmﬂe.allmelthgtanpefatues
were analyzed at the maximum of the endotherms (T, T,
T,,)- As for the aystallization enthalpy (AH,) and meilting
enthalpy (AH,) only one value was determined as the sum
of all transitions in the crystallization and melting profile
correspondently. Moreover, uninteresterified blends (UIBs) of
lard and CO were prepared in the same proportions of the IBs
for comparison purposes (UIB70, UIB80).

First, it is evident that the general melting profile of all
1Bs as seen in Figure 1 is very similar. For the same proportion
but different interesterification method the main melting
parameters (ie. T, T T, and AH) are not significantly
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Table 1. (T.) and melting (T T T,) for raw

Crystalkzation (T,
mlfndbndsmmmd

ks (CO and Lard); Intorestertiod blands 08,70 and IB,80) and Uninter-

Tabla 1. emperaturas do cristaltzackon (T) y fusion (T, T, T,.,) de matertas peimas (CO y mantec da cardof; Maxchs intorestortficadas (8,70 and

18,80) y Mezclas no Interestertficadas (UIB70 and UIES0).

SAMPLES .M aH_Uig) T O T T AH,Uig)
@ *54103 * 1067 007 *225%14 - *130525
Laed *13.4438 717209 + 50212 - +2853205 *716211
B, 70 118400 -649+08 23203 *137414 281221 * 783409
B 80 M42447 725205 +52407 123430 306229 “879222
ue 70 *51£02 “a13201 *25:01 *11.4103 267103 *a45411
_ueso “72402 *325:08 * 354006 *393:03

Maans = SD n=2. Differont latters mean significant diffarences (p<0.05)

Mp-nnuu <)
wshmdmmmmmm

Fgura 1. wbmamm 1,80, 1820 (var on infioe-
macién complementaria los termogramas de cristallzackin).

different (p>0.05) (see supporting information). This could
be attributable to the small proportion of used enzyme (ie
1%), perhaps the use of a greater amount of enzyme could
result in a different TAGs profile sufficient to differentiate the
thermal behavior of the IB, products from the IB, products
(De Clercq et al., 2011). Additional investigation is necessary
to establish the relationship between enzyme concentration
used in the interesterification process and the resultant TAGs
profile. Since the interesterification method had no mean-
ingful effect on the thermal behavior of the IBs only the 1B, 70
and IB 80 were chosen for further discussion.

The crystallization and melting profile are similar to
those previously reported for a vaniety of native lard and CO
(Fig. 2). The thermal behavior of these raw materials is of mul-
tiple transitions due to their complex TAGs profile and their
polymorphic nature (Shen et al., 2001; Steen et al, 2015). In
general, interesterification procedures led to modifications in
the thermal properties (Le. T_ T, . AH_, AH)) of the original
raw materials (ie Lard and CO) and the UIBs (Table. 1, Fig.2).
UIBs thermal profiles are the result only of the mixed TAGs of
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lard and CO with three very distinctive endotherms (Rg. 2B).
The slight differences in values in T, and T, from lard and
T, from CO, are due to dilution since they are in a mixture
(da Silva et al,, 2013; Mikdos et al, 2013). The lower results in
UIBs AH_ and AH,, values those for lard and CO, p<0.05 (Table
1); are related to the intermolecular arrangement (i.e. chain-
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chain interactions) of TAGs species from the different crystal-
line forms (Silva et al,, 2012). The incompatibility among the
different TAGs (e.g. due to a steric effact) (Kiyotaka, 2001) of
lard and CO could be causing the energetic reduction. Thus,
the differences of thermal parameters between the UIBs and
the IB_s indicate changes in the TAGs composition achieved
by interesterification (Silva et al, 2012), this because the
modification in the TAGs profile leads to changes in crystal-
lization and polymorphic form of fats. Both IB_s resulted in
a higher T_ (Table 1, Fig. 2A) than the correspondent UlBs,
this could indicate that interesterification led to a higher
percentage of trisaturated TAGs (da Silva et al., 2013), which
need less degree of supercooling to nucleate, nevertheless
this should be confirmed by a qualitative chromatographic
analysis. In the same line AH_and AH,, values for the IB s (Ta-
ble 1) also showed higher values than their

UIBs (p<0.05). Thus the resultant TAGs composition in the IB s
could be leading to crystals with higher degree of intermo-
lecular arrangement (Shen et al,, 2001; Silva et al,, 2012; da
Silva et al, 2013) (Le. releasing/absorbing more energy).

On the other hand, when comparing IBs thermal
parameters directly with the original lard (Table 1, Fig. 2), the
most noticeable difference is the appearance of T, Since
raw lard crystallizes in a B form (Campos et al, 2002), T,
should correspond to the melting point of that crystal lattice.
The tendency of the IBs to have only one major exotherm at
lower temperature (ie. T,)) could be due to the formation
of a less stable , most likely B’ since the melting
temperature is much doser to T, for the CO (Chaleepa et al,,
2010). Considering that the crystallization of  form results in
a brittle and grainy texture and B'in a smooth texture (Cam-
pos et al., 2002), the formation of the new type of aggregation
is most likely towards the disappearance of crystals respon-
sible of the graininess flaw of lard (Miklos et al, 2013; Meng
et al, 2010). In other studies, vegetable oils low in saturated
long-chain fatty acids, have been used in blends to reduce
graininess of animal fats. Granular crystals are easily devel-
oped in lard and in other fats such as palm oil products, since

in fatty acids such as stearic and palmitic, have been
linked with graininess formation; the addition of CO rich in
medium-chain fatty acids, by interesterification, could reduce
granular crystallization (Meng et al,, 2010). Even though the
IB;s presented three melting temperatures (ieT,, ), itis evi-
demﬂietmdencymhaveonemajotmdoﬁmma;aaasi\g
the preponderance of very distinctive multiple endotherms
observed in lard and even in the UIBs (Fig. 2B). This indicates
medifications in crystal aggregation to a more homogenous
type of crystals. The latter is concomitant with the higher AH
values observed in IB; samples (p<0.05), indicative of not
only the incorporation of the saturated fatty acids of CO, but
also a more orderly crystal aggregation (da Silva et al, 2013;
Meng et al,, 2010). Anally the only differences on thermal pa-
rameters between B, 70 and samples rely mostly on the
higher AH_and AH,, values for IB 80 (p<0.05), indicating that
the lower amount of fatty acids of CO, incorporated during
interesterification, resulted in TAGs with higher degree of
molecular interactions (Shen et al, 2007).

The analysis and observation of this data, led us tofind
an application for the IBs, since their behavior resembled the
one of CB. Therefore, some blends in different proportions of
IB, 70 and CB were chosen; IB, was chosen over the IBc due to
the milder conditions of its modification process, assuming
that the integrity of this blend components was better and
IB, 70 was chosen over the IB 80 due to the higher axidation
stability shown by the Il analysis.

IBs blend with CB as potential substitute for CB

For the DSC results regarding CB, the melting profile
resulted in one major exotherm with a characteristic melting
temperature (T,) of 21.0 °C + 0.2 similar to what has been
reported in other studies (Fig. 3) (Kadivar et al, 2016). For the
IB.s mixtures with CB (CBR20, CBRS0, CBR80), results showed
that the amount of CB in the mixture is proportional to their
T, (1423 105, 17.01 10.4, 18.01 +0.2 °C respectively). This
corresponds to the contribution of the higher melting TAGs
(ie. saturated-oleoyl-saturated) contained in CB (Kadivar et
al, 2013). Consequently the CBR80, containing 80% of CB
and 20% of IB,, resulted on the thermal behavior that most
resembles CB among the CBR mixtures (Fig. 3).

In addition to DSC, SFC profile is used to describe the
melting behavior of fats, which influences highly in their

Temnperatae ()

Figura 3. Makting thermogrens of CBR20, CBRSD, CBR20 and (B (00 sup-
porting Information fior rystalization thesmograms).
vlm&ﬁn&nﬁmc‘;@@yamm

functionality. Depending on their SFC profile, a fat’s suitabili-
ty for a spedific application can be established (Kadivar et al,,
2016). After recording the SFC of the CBRmixtures at different
temperatures, an iso-solid diagram was built (Fig. 4). These
iso-solid curves can provide information about the state and
compatibility of a mixture at a given temperature (Kadivar
et al, 2016; Wang et al,, 2011). According to SFC results, the
blend that most resembled CB behavior was once again the
CBR80, at temperatures below 10 °C, showing a SFC above
70% (Fig. 4). This indicates that CBRSO could be a promising

4
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Agure 4. 150-solid curves of CBR mixtures (0@ supporting Information for
FEFCvaluas).

Rgura 4. Curvas do iso-solidos do mazclas de CBR (ver Informadion com-
plementarta para los valoses do %SFQ).

replacer ingredient at these temperatures for products that
require low temperature processes and storage. Additionally
it is important to mention that CBR80 at 20°C has the same
amount of SFC as CB at 30°C (553% + 1.6, p=0.2) making it
suitable for wider applications.

In further physicochemical characterization, the
texture of a fat is determined by their SFC and by its micro-
structure (Gregersen et al., 2015). Generally firmness in fats
depends on intra-particle (crystal-crystal) and inter-particle
(cluster-cluster) junctions of crystal dusters where their
relative strength can be evaluated based on the density
of packed aystals as they appear in microscopic images
(Gregersen et al, 2015). Within this context and since so far,
results indicated that the CBR80 mixture most resembles CB,
PLMs were taken of samples with the same %SFC (CBR80 at
20°C and (B at 30 °() (Fg. 5). Since both samples had the
same amount of solids, differences in texture should be sole-
ly due to their microstructure. PLM of CBR30 (Fig. 5A) shows a

higher crystal density and a more orderly packed crystal net-
work with larger crystal dlusters than the looser network with
lower degree of order developed by (B (Fig. 5B). The greater
degree of order of the crystal network developed by CBRS0
resulted from higher intra-particle junctions (i.e. bigger dus-
ters) and higher inter-particle junctions (i.e. higher density)
than CB (Fig. 5B). This explains the results from the texture
analysis where (BRSO resulted in superior firmness than (B
(273 +2.7, 24.8 £13 kg respectively). Therefore, this shows
that CBRS0 is capable of developing more firmness with less
solids than (B, which can be useful in the tailoring of a CB
substitute.

CONCLUSIONS

Results of the present study showed that intereste-
rification (Le. chemical or enzymatic) of lard in blends with
CO successfully modified their physicochemical properties,
indicating the development of a more functional fat. First,
special attention was directed to their thermal profile, where
it was clear that the resulting 1Bs where independent of the
interesterification method used (iLe. chemical or enzymatic).
IB, thermal properties indicated that interesterification could
be leading to a higher proportion of more saturated TAGs
forming crystals with higher degree of intermolecular arran-
gement. Additionally, 1B, presented a more homogeneous
crystallization with a lower major melting temperature (ie
T,z probably by the formation of a less stable polymorph g’
causing the disappearance of lard’s granular crystals. With
this in mind, in future work, quantitative chromatographic
analysis is necessary to elucidate the specific modified TAGs
profile. In addition, a detailed texture analysis along with X-
ray determination is required to confirm the disappearance
of the graininess flaw.

Finally, although a no precise (B substitute was found
in this study, one mixture of IB, and (B (i.e. CBR80) was proved
useful in the tailoring of a (B substitute by the similarities in
the thermal parameters but with some differences in their
texture.

Figure S Microstructure of CBR30 (A) asd CB (B)
Figura 5. Microestructura do CERB0 (A) y CB (81

Volumen XXI, Nimero 1



105

Gutiérrez-Guerrero et a- Modification of Lard’s Thermal Properties / XXI (1): 29-36 (2019)

ACKNOWLEDGEMENTS
The author Maria C. Gutiémez-Guerrero has been sup-
ported for her Ph.D. studies with a CONACYT grant (#407722).
The technical support from Marisol Davila-Martinez (Univer-
sidad Auténoma de San Luis Potosl) is greatly appreciated.
All the authors declare not to have any conflict of
interests.

REFERENCES

Adewale, P, Mba, O, Dumant, ML, Ngadi, M, Cocciardi, R 2014
Determination of the iodine value and the free fatty acid
content of waste amimal fat blends using FT-NIR. Vibrational
Spectrascopy. 72: 72-T8

Campos, R, Narine, S, Marangoni, A 2002. Effect on cooling rate
on the structure and mechanical properties of milk fat and
lard. Food Research International. 35(10) 971-981.

Cassiday, L Coconut Ol Boom. 2016. INFORM AOCS. Vol 27(5).

Chaleepa, K, Szepes, A, Ulrich, J. 2010. Effect of additives
on a:nheﬂrnl crystallization kinetics and  physical

of oil Chemistry and Physics of
Lipids. 163(4-5): 390-396.

Chen, B, McOements, D1, Decker, EA. 2013. Design of foods
with bioactive lipids for improved health. Annual Review of
Food Science and Technology. 4.1: 35-56.

CODEX ALUMENTARIUS. Amendment 2015. Norma para aceites
vegetales especificados. CODEX STAN 210-1999. Rewisicn
2009.

CODEX AUMENTARIUS. Amendment 2015. Norma para grasas
animales especificadas CODEX STAN 211-1999.

da Silva, R C, Ribeiro, A. P. B, De Martini Scares, F.A.S,

L R, Hazzan, M, dos Santos, A. O, Gicielli, L A 2013
Mnansmnm and ﬂ!mul ptdile of stnmmd Lipids
produced by ification.
X I of the American Oil Chemists' S iety. 90(5): 631-
639.

De Clercg, N, Danthine, S, Nguyen, M.T,, Gibon, V, Dewettinck,
K. 2011. Enzymatic Interesterification of palm oil and
fractions: Monitoring the degree of Interesterification using
different methods. Journal of the American Oil Chemists”
Society. 892k 219-229.

de Ofivei, GM, Badan Ribeiro, AP, Guenter Kieckbusch, TG
2015. Hard fats improve technological properties of palm oil
applications in fat-based products. LWT - Food Scence and
Technology. 63(2): 1155-1162

Gregersen, 5. B, Miller, R L, H: 3 M., And M.D,
W@Lmlihmmﬂmmmdmm

Infi of compasition and cooling rate. Food
Structure. 4: 2-15.

Jiménez-Colmenero, Francisco.  2007.  Healthier  Lipid
Formulation Approaches in Meat-Based Functional Foods.
Technological Options For Replacement Of Meat Fats By
Non-Meat Fats. Trends in Food Science & Technology. 18(11):
567-578.

Kadivar, S, De Clercg, N, Mokbul, M, Dewettinck, K. 2016.
Influence of erzymatically produced sunflower oil based
coca butter equivalents on the phase behavior of cocoa
butter and quality of dark chocolate. LWT - Food Science
and Technology. 66: 48-55.

Kadivar, S, De Clereg, N, Van de Walle, D., Dewettinck, K
2013, Optimisation of enzymatic synthesis of cocoa butter

equivalent from high cleic sunflower oil Journal of the
Sdence of Food and Agriculture. 94(7): 1325-1331.

Kiyotaka Sato. 2001. Crystalization behaviour of fats and fipids
— a review. Chemical Engineering Science. 56(7): 2255-2265.

Lopes, TI8, Ribeiro, MDMM, Ming, CC, Grimaldi, R,
Goncalves, LAG, Marssioli, AL 2016 Comparison of
the regiospecific distribution from triacyiglycerols after
chemical and enzymatic interesterification of high oleic
sunflower cil and fully hydrog d high oleic sunfk
il blend by carbon-13 nuclear magnetic r Food
Chemistry. 212: 641-647.

Meng, Z, Luy, Y, Shan, L, Jin, Q, Wang, X 2010. Reduction of
Gramniness Formation in Beef Tallow-8ased Plastic Fats by
Chemical Interesterfication of Beef Tallow and Canola Oil.
' | of the American Oil Chemists” Society. 87(12): 1435-
1442

Mikdos, R, Zhang, H, Lametsch, R, Xu, X. 2013. Physicochemical

hes of kard-based diacylglycerolks in blends with lard.
Food Chemistry. 138: 608-614.

NMX-F-101-1587. 1987. Al Aceites y Grasas veg
o amimales. Determinacidn de Indice de Acidez. NORMAS
MEXICANAS. Direccion General de Normas.

NMX-F-110-1999. 1999. Manteca de Cerdo. Dencminacion,
especificaciones  y  Métodos de  prueba. NORMAS
MEXICANAS. Direccion General de Normas. Secretaria de
Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural

NMXF—IS?-SCFFZOII 2011. Alimentos - Aceites y Grasas

les o Animales- D inacion del Indice de Yodo
pordmwdoﬁdd\enno Método de Prueba. NORMAS
MEXICANAS. Dreccion General de Normas. Secretaria de
Economa.

Nugrahini, Arita Dewi, and Tatang Hernas Soerawidjaja. 2015.
Directed Interesterification Of Cocum Oil To Produce
Str d Lipid Agricult and Agricultural Sca
Procedia 3: 245-254.

Pauls, AV, Nunes, G. . M, Osdrio, N. M, Santos, 1. C, de
Castro, H. F, Ferreira-Dias, 5. 2014. Continuous enzymatic
interesterification of milkfat with soybean odl produces a
hg\Iy spun&ble product rich in polyunsaturated fatty

X I of Lipid Sci and Technology.
117(5):608-619

Ribeiro AP, B, Basso, R.C, Grimaldi, R, Gioielli, LA, Goncalves,
LAG. 2009. Instr | Methods for the Evaluation of

Interesterified Fats. Food Anal Methods. 2.4: 282-302.

Rios, R, Pessanha, M, Almeida, P, Viana, C, Lannes, S. 2014
Application of fats in some food products. Food Science and
Technology (Campinas). 34(1x 3-15.

lby S5 & Bhattacharyya, DK. 1993, Distinction m

ically and Chemically Catalyzed |
JounalofﬂseAmrnnOlGum's’Somq 70]291

Seriburi, V., Akch, CC. 1938. Enzymatic Interesterification of Lard
and High-Oleic Sunfi Oil with Candide ica Lipase
to Produce Plastic Fats. Journal of the American Ol Chemists’
Scciety. 75(10): 1339-1345.

Shen, Z, Birkett, A, Augustin, MA, Dungey, S, Versteeg, C 2001.
Melting Behavior of Blends of Milk Fat with
Coconut and Cottonseed Oils. Journal of the American Oil
Chemists’ Society. 78{4): 387-394.

Silva, R C da, Soares, F. A. S. D. M., Hazzan, M, Capacia, LR,
Gongalves, M. L A, Gioalli, L. A 2012. Continuous enzymatic
interesterification of lard and soybean oil blend: Effects

Volumen XXI, Ndmero 1 | §¥




Gutiérrez-Guerrero et al: Biotecnia / XXI (1): 29-36 (2019)

of different flow rates on physical properties and acyl
migration. Journal of Molecular Catalysis 8: Enzymatic. 76:
23-28
Steen, L, Rigolle, A, Glorieux, S, Pacfinck, H, Fraeye, L, Goderis,
8, oubert, L 2015. Isothermal crystallization behavior of kard
atdifferent temperatures studied by DSC and real-time XAD.
Food Research International 69: 49-56.
Wang, F, L, Y, Jin, Q, Meng, Z, Wang, X_ 2011. Characterization
d cocoa bunef substitutes, mik fat and cocoa butter
L I of Lipid Sci andTechnology.

HMIMS—HSI.

&z | Volumen XXI, Nimero 1

106

Wang, T, Wang, X, Wang, X. 2016. Effects of Lipid Structure
Changed by Interesterification on Meking Property and
Lipemia. Lipids. 51(10): 1115-1126.

Wirkowska-Wojdyla, M. Brys, J, Gorsks, A, Otrowska-
Lgen. E 2016. Effect of eﬂzym:bc interesterification on

acal and th | properties of fat used in
cookies. LWT - Food Scence and Technology. 74: 93-105.

Zhang, L, Yang, G, Chen, 1, B, Y, Chen, 5, Tan, D, Peng, D.
2015. Effect of lard quality on chemical Interesterification
catalyzed by KOH/glycerol. Journal of the American Oil
Chemists”Socety. 92(4): 513-521.




	Portada
	ÍNDICE
	ÍNDICE DE FIGURAS
	ÍNDICE DE CUADROS
	Acrónimos
	RESUMEN
	SUMMARY
	1. INTRODUCCIÓN
	2. ANTECEDENTES
	2.1 Lípidos
	2.2. Estructuración de lípidos
	2.3. Caracterización de grasas

	3. JUSTIFICACIÓN
	4. HIPÓTESIS
	5. OBJETIVO GENERAL
	5.1. Objetivos Específicos

	6. METODOLOGÍA
	6.1. Materiales y reactivos
	6.2. Modificación de grasas
	6.3. Caracterización de las grasas interesterificadas
	6.4. Caracterización de los sistemas organogelados

	7. RESULTADOS Y DISCUSIONES
	7.1. Sistemas Interesterificados
	7.2. Organogelación

	8. CONCLUSIONES
	9. BIBLIOGRAFÍA
	ANEXO

