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Resumen

Estudio de la dindmica de cristalizacion de tres aceites de interés industrial, v

caracterizacion de su microestructura final

Los acidos grasos forman parte importante de los nutrientes que contienen los
alimentos, otorgandoles propiedades sensoriales Unicas, que a su vez son

determinadas por las condiciones de cristalizacion del sistema graso.

La prediccion de la cristalizacion de un sistema graso a través de modelamientos
matematicos, podria tener innumerables y novedosas aplicaciones en la industria
alimentaria, sin embargo, los modelos que existen actualmente requieren de datos
complejos y dificiles de obtener, lo que genera la necesidad de simplificarlos segun las

variables que controlen la cristalizacion.

En este trabajo, un enfoque simple fue utilizado para estudiar la dindmica de la
cristalizacion de un sistema graso, considerando viscosidad y el cambio en el potencial
quimico de supersaturacion como las variables que principalmente influenciaron el
comportamiento cristalino, obteniendo graficos de trayectoria de fases que representan
el estado dindmico del sistema graso, los cuales se relacionaron con la estructura final

obtenida.

La dinamica de cristalizacion de tres sistemas grasos: 40% Estearina de palma en
aceite de soya (PS-S0), 20% Aceite de soya full hidrogenado en aceite de soya (FHSO-
SO) y 20% Aceite de soya full hidrogenado en aceite de girasol alto oleico (FHSO-
HOSFO) fue estudiada, analizando el perfil cristalino de las muestras, el tipo de
microestructura, la viscosidad, el comportamiento térmico y el polimorfismo, mediante

Microscopia, Reometria, Calorimetria Diferencial de Barrido y Difraccion de rayos X.

Se obtuvieron las trayectorias de fase para cada sistema graso mediante un modelo
desarrollado por el doctor Alejandro Marangoni, y los resultados mostraron una relacion
entre la morfologia de los cristales y los perfiles de cristalizacion obtenidos. Diferentes
comportamientos de cristalizacion y respectivas microestructuras fueron encontrados

para diferentes tasas de enfriamiento, cuyas relaciones fueron observadas y discutidas.




Abstract

Study of the crystallization Dynamic of three fat systems of industrial interest, and

the characterization of its final microstructure

Fatty acids are an important part of the nutrients in food, they influence significantly
the sensory properties of a food containing them. The sensory characteristics in turn

are defined by the crystallization conditions of the fat system.

The prediction of a fat system crystallization through mathematical modeling, could

have many applications in the Food Industry.

The current models existing require of complex data, hard to obtain, generating the

need to simplify them, according to the variables that control the crystallization.

In this work, a simple approach was used to study the dynamics of the crystallization
of the fat system, considering viscosity and the change in the chemical potential of
supersaturation as the variables that will mainly influence the crystalline behavior,
obtaining phase trajectory graphs that represent the dynamic state of the system fat,

which were related to the final structure obtained.

The dynamic of crystallization on 3 systems: 40% Palm stearin in soybean oil (PS-
S0), 20% Fully hydrogenated soybean oil in soybean oil (FHSO-SO) and 20% Fully
hydrogenated soybean oil in high oleic sunflower oil (FHSO-HOSFO) were
investigated, analyzing the crystalline profile of the samples, microstructure,
viscosity, crystal thermal behavior and polymorphism was investigated by light
microscopy, rheometry, differential scanning calorimetry (DSC and, X-ray diffraction
(XRD).

Phase trajectories were obtained for each fat system studied, through a model
developed by Dr. Alejandro Marangoni, and the results showed a relation between
crystal morphology and crystallization profiles obtained. Different crystallization
behaviour and microstructures were found for different cooling rates, whose relations

were observed and discussed.




1. Introduccién

Un sistema graso comestible es aquel compuesto por un minimo de un 95% de
moléculas de triacilglicéridos (TAG), que son compuestos organicos de cadenas de
hidrocarburos alifaticos llamados acidos grasos, unidos a una molécula de glicerol,
también pueden contener mono y diglicéridos, fosfolipidos y componentes menores
(Gunstone F. , 1997).

Las grasas, son parte imprescindible en la dieta humana, corresponden a mas del
30% promedio de la ingesta caldrica diaria y aportan atributos sensoriales
esenciales, como sabor y textura a un amplio rango de productos alimenticios.
Estas, existen en forma de diferentes tipos de estructuras cristalinas, las cuales

exhiben propiedades fisicas diferentes (Peyronel, Acevedo, & Marangoni, 2010).

Los acidos grasos pueden tener largos de cadena que varian desde 4 carbonos sin
dobles enlaces como el acido butirico, hasta acidos grasos de mas de 22 carbonos
como el acido docosahexaenoico (DHA) con 6 dobles enlaces. Tanto la variacién
en el largo de cadena, como el grado de saturacion de estas, juega un importante
papel en las caracteristicas fisicas y finalmente en la funcionalidad nutricional de los
TAG. Podemos basicamente entender que TAGs saturados y/o cadenas largas de
acidos grasos, tendran puntos de fusion mas altos que TAGs compuestos en su
mayoria de cadenas mas cortas y/o insaturadas. Segun su punto de fusion,
podemos entonces diferenciar aceites de grasas, siendo las grasas aquellas que se

encuentran en estado solido a temperatura ambiente (Marangoni, et al., 2012).

A nivel industrial, el comportamiento de cristalizacion de grasas y lipidos tiene
grandes implicaciones en las caracteristicas de los productos finales hechos a partir
de cristales de sistemas grasos, tales como la textura y temperatura de fusion del
chocolate, untabilidad de mantequillas y margarinas, caracteristicas de grasas de
horneado (shortenings), entre otros, junto con su uso en la separacién de grasas
especificas y lipidos desde las materias primas. De ahi la importancia en el estudio

de las condiciones de cristalizacion y su efecto en las propiedades fisicas finales de




un sistema graso, que determinaran las caracteristicas sensoriales del alimento y

por ende la aceptacion o rechazo del consumidor (Kiyotaka, 2001).

Durante la cristalizacion ocurren principalmente dos fenbmenos, la nucleacion de
cristales y el crecimiento cristalino. A medida que un sistema graso cristaliza, la
formacién de cristales y la nucleacion de estos ocurre simultaneamente, haciendo
de éste, un sistema dinamico, donde su estado se encuentra en constante cambio

con respecto al tiempo (Marangoni A. , 2005).

La fuerza impulsora de la cristalizacion termodindmica del sistema graso es la
supersaturacion, que va a estar definida por la diferencia de concentraciones entre
la maxima saturacién alcanzada a la temperatura final de equilibrio y la

concentracion de saturacion en el tiempo t (Garside, 1987).

Otro factor esencial que afecta a la nucleacion, asi como al crecimiento cristalino es
la difusion de los TAGs a los centros de nucleacion. Al ser la difusion de moléculas
inversamente proporcional a la viscosidad del sistema, ésta se puede determinar a
partir de la viscosidad, un parametro que puede ser medido experimentalmente de
forma sencilla (Ashim, 2002) y ha demostrado relacionarse con parametros
termodinamicos que pueden ser obtenidos a partir de una relacion viscosidad-

temperatura (Ojovan, Travis, & Hand, 2007) .

Se han desarrollado muchas técnicas experimentales para estudiar la cristalizacion
termodinamica de un sistema graso (Fouber, Dewettinck, & Vanrolleghem, 2003).
Narine y Marangoni (2001) concluyeron que la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear es el mejor método para caracterizar el proceso de cristalizacion.
Sin embargo, mientras ocurre la cristalizacion de un sistema graso, la dinamica de
este, es decir la evolucion en el tiempo de la cristalizacion y los factores
involucrados, no puede ser facilmente estudiada, debido al hecho que cuando las

mediciones son realizadas, el sistema ya estd moviendose a otro estado dinamico.

El fisicoquimico Philippe Rousset, compar6é diferentes modelos actualmente
utilizados para predecir el comportamiento de cristalizacion de sistemas grasos y

desarroll6 uno basado en el tiempo, la temperatura y la trayectoria del sistema




graso, presentando muy buenas correlaciones, sin embargo, requiere de una
coleccion de muchos datos experimentales, antes de ser aplicado (Rousset P. ,
2002).

Este trabajo de investigacion busca a través de un enfoque simple, el uso de los
datos de viscosidad y de la diferencia en el potencial quimico de supersaturaciéon
(obtenida a partir de un modelo desarrollado por el Dr. Alejandro Marangoni) para
un sistema graso, para obtener graficos de trayectoria de fases en dos dimensiones,
y con estos relacionar la trayectoria obtenida con la estructura final que tendra un

sistema graso bajo ciertas condiciones de cristalizacion.

Estos graficos permitirian obtener una especie de huella digital del sistema graso
cristalizado y deberian relacionarse con las caracteristicas morfoldgicas del sistema
graso comestible.

Los gréaficos de trayectoria de fases seran obtenidos para tres sistemas grasos
diferentes en composicién: Estearina de palma en aceite de soya (PS-SO), Aceite
de soya full hidrogenado (FHSO) en aceite de girasol alto oleico(HOSFO) y Aceite
de soya full hidrogenado (FHSO) en aceite de soya (SO).

Ademas, los sistemas grasos se cristalizaran a dos diferentes tasas de enfriamiento,

una rapida y una lenta.




4. Antecedentes Generales
4.1 Aceites y grasas en la alimentacion humana

Las grasas y aceites en la nutricion humana juegan un papel muy importante, siendo
incluso una de las principales areas de interés e investigacion en el campo de la

ciencia de los alimentos.

Existen varias razones por las que el estudio de las grasas y aceites en la
alimentacion es tan importante, entre ellas, la ingesta de grasas y/o aceites para la
mayoria de los adultos va desde un minimo recomendado de un 15%, pudiendo
alcanzar hasta el 35% de la ingesta calorica para un adulto que realiza actividad
fisica, por lo que un tercio de la ingesta cal6rica diaria recomendada depende del

consumo de grasas y/o aceites.

Ademas, durante los Ultimos afios se ha evidenciado a nivel mundial un aumento en
la tasa de obesidad y de enfermedades cardiovasculares, relacionado

principalmente a una mala alimentacion con exceso de grasas.

De la estructura quimica de los triacilgliceroles que componen al sistema graso,

dependen los efectos en la salud de quien los consume.

Estudios de la Organizacion mundial de la salud han concluido que los &cidos
grasos saturados (laurico, miristico y palmitico), elevan los niveles de colesterol y
de las lipoproteinas de baja densidad en el suero (LDL), aumento asociado a un
mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares debido a su facilidad de unirse a
las paredes arteriales. Su consumo no deberia ser mayor al 10% de ingesta calérica
total (OMS, 2008).

Por otro lado, los acidos grasos insaturados, son una fuente de energia mas
saludable, estos se caracterizan por poseer dobles o triples enlaces en su
estructura. A diferencia de los acidos grasos saturados, estos ayudan a disminuir el
colesterol en la sangre y algunos son llamados acidos grasos esenciales, debido a

que diversos estudios reflejan una disminucion en el riesgo de enfermedades




coronarias del corazén y aun mas importantes para el crecimiento y desarrollo
normal del feto y lactantes (Grasas y &cidos grasos en la nutricion humana.
Consulta FAO/OMS de expertos. (Estudio FAO Alimentacion y Nutricién - 91), 2008)

4.2 Introduccion a la cristalizacién de grasas

4.2.1 Jerarquia estructural de unared cristalina de grasas

El comportamiento, los atributos sensoriales e incluso la vida atil de los sistemas
grasos, tales como el chocolate, mantequilla, margarinas y muchos mas, estan
determinados principalmente por su estructura fisica (Peyronel, Acevedo, &
Marangoni, 2010).

En tecnologia de alimentos, el concepto de estructura se refiere a la organizacion
de un nimero de elementos similares o disimilares uniéndose unos a otros en una
unidad, incluyendo las relaciones entre sus elementos individuales o sus grupos
(Raeuber & Nikolaus, 1980).

Una grasa se diferencia de un aceite por su estado fisico, el cual va a depender de
la temperatura en la que se encuentre el sistema. Cuando una grasa cristaliza, el
aceite queda atrapado entre los cristales sélidos, creando una red cristalina de

grasa.

Se puede entender que un sistema alimentario consta de una jerarquia en los
elementos que componen su estructura, y esta estructuracion juega un papel
importante en las propiedades finales del alimento, siendo fundamentalmente
responsable, la microestructura de este. En el Anexo 1, se puede observar la
jerarquia estructural propuesta por Dra. Peyronel (Peyronel, Acevedo, & Marangoni,
2010).

A nivel molecular, los sistemas grasos se constituyen por triacilgliceroles que
progresivamente tienden a asociarse en una estructura caracteristica en forma de
silla, formando bicapas llamadas lamelas, donde las cadenas alifaticas se organizan
guedando paralelas unas de otras, segun la forma en que se organicen, sera el

estado polimorfico alcanzado (Clarkson & Malkin, 1934). El largo de estas cadenas




puede ser de dos, tres o cuatro acidos grasos y el angulo de acoplamiento entre las

cadenas puede variar (Small, 1966).

Estas lamelas, se unen en diferentes capas para formar un siguiente nivel
estructural, el cual es llamado “cristal individual”’, que es la base del nivel micro
estructural, el cual se construye por moléculas poliméricas o discontinuidades de
fase y puede variar en tamafio entre 0.5 y 200 um. Este nivel es fundamental e
influye importantemente en las propiedades macroscopicas de la red cristalina (De
Man & Beers, 1987).

Los cristales individuales se asocian unos a otros por fuerzas intermoleculares,
formando floculos que luego se unen en grandes aglomerados formando asi una

red cristalina continua (Peyronel, Acevedo, & Marangoni, 2010).

Con diferentes estudios realizados sobre la estructura de aceites y grasas es que
se ha propuesto que la estructura jerarquica de una red cristalina de grasas es
responsable de la formacion e interaccion de elementos que afectan las
propiedades finales de una red cristalina tridimensional y por lo tanto las
propiedades sensoriales de los alimentos que contengan aquella red (Peyronel,
Acevedo, & Marangoni, 2010).

Es asi que la untabilidad de las mantequillas y margarinas, la dureza del chocolate
y la grasa de leche, el sabor y textura en general de los alimentos que contienen
grasas, seran determinadas por las caracteristicas estructurales de la red de

cristales que lo componen (Narine & Marangoni, 1999b) (De Man & Beers, 1987).

Entender la organizacién estructural presente en los sistemas grasos y su efecto en
las propiedades macroscoépicas es fundamental, debido a que este conocimiento
puede llevar al desarrollo de caracteristicas especificas deseadas en alimentos

manufacturados.
4.2.2 Dinamica de cristalizacién de un sistema graso

Cuando la temperatura de una grasa desciende por debajo de su maxima

temperatura de fusion, entonces la fase liquida se vuelve sobre saturada en los TAG




de mayor punto de fusidn, lo que ocasiona que estos triacilgliceroles tiendan a
cristalizar, para asin disminuir su potencial quimico. Esta condicion de los
triacilgliceroles es necesaria para que un sistema graso comience a cristalizar y es
llamada subenfriamiento o supersaturacion, dependiendo del enfoque utilizado en

el estudio de la cristalizacion (Garside, 1987).

La diferencia entre la concentracion maxima de saturacion alcanzada a la
temperatura final de equilibrio y la concentracion de saturacion en el tiempo t, es la

supersaturacion, representada por la ecuacion 1.

Ing; = In(5) (Ec. 1)
Donde,

C= Concentracion del compuesto (TAG) en la solucion

Cs= Concentracién de saturacion del compuesto (TAG) en la solucion a la misma
temperatura

Para que ocurra la cristalizacion, C debe ser siempre mayor que la concentracion
de saturacion a la misma temperatura (Cs). Siendo las unidades, generalmente
molalidades o molaridades para las concentraciones de los triacilgliceroles en el

sistema graso.

Ahora, si se desea evaluar el efecto de la temperatura sobre la cristalizacion de
triacilgliceroles en un sistema graso, existe también un parametro muy usado en
literatura, este es el subenfriamiento, que es la diferencia entre la temperatura a la
cual se encuentra la grasa y su maxima temperatura de fusién, necesaria para que

exista un cambio en el estado fisico de las grasas.

El subenfriamiento es considerado una fuerza impulsora de la cristalizacion, y
representa también la fuerza motriz del cambio de liquido a sélido, la cual debe ser

entre 5y 10 °C antes de que comience a cristalizar (Toro-Vazquez et al, 2001).




El pardmetro de subenfriamiento es llamado en inglés “supercooling” y es

representado en la ecuacion 2.

Subenfriamiento =Tf —Ts (Ec. 2)
Tf: Temperatura de fusion del sistema graso

Ts: Temperatura de enfriamiento o de calentamiento del sistema.

En este estudio, ambos parametros son usados para explicar los resultados
obtenidos, sin embargo, debido a que el enfoque utilizado es el de una cristalizacion
desde una solucién (triacilgliceroles de alto punto de fusion en un aceite liquido a
temperatura ambiente), sélo se utiliza la supersaturacion en este estudio en

términos termodinamicos.

a) Nucleacion

Una vez alcanzada una supersaturacion o subenfriamiento suficiente para que
ocurra cristalizacion, la grasa alcanza un estado metaestable, en el cual debe pasar

barreras de energia para comenzar a formar los primeros centros de nucleacion.

El cambio de estado de la grasa genera una interface solido liquido que contribuye
positivamente al cambio de energia libre de Gibbs, es decir, va en contra de la
espontaneidad. Esta energia es representada matematicamente por la ecuacion de
Gibbs-Thomson. En la Ecuacion 3 se puede observar el cambio de energia libre
para una sustancia pura asociada con nucleacién homogénea, como resultado de
una combinacion de cambios en area y volumen de los embriones de nucleacion,

siendo:
AG, = A, 8 —V, =& (Ec. 3)

Donde

AG,: Dif de energia libre de Gibbs asociada a la formacion de un embrion de

nucleamiento




é: Energia libre de supertficie por unidad de drea  Au: Dif. De potencial quimico solido-
liquido

A, : superficie de drea de un niicleo Vin: Volumen molar del sélido

V,,: Volumen de un niicleo
Por otro lado, la formacion de los primeros cristales lleva a una disminucién en la
diferencia del potencial quimico de supersaturacion (directamente proporcional con

la diferencia de energia libre de Gibbs) (Marangoni A. , 2005).

Asi, en este estado metaestable, los centros de nucleacién llamados “embriones de
nucleamiento”, se forman y desaparecen continuamente, hasta que un radio estable
sea alcanzado, el cual se obtiene al aumentar el valor de la “diferencia en el
potencial quimico de supersaturacién’Ass. Una vez alcanzado el radio critico de los
embriones de nucleamiento, el cambio de energia libre de Gibbs s6lo disminuye, los
centros de nucleacién comienzan a ser estables y el cristal formado continda

creciendo (Peyronel, Acevedo, & Marangoni, 2010).

b) Crecimiento cristalino

El desarrollo de cristales continla mientras moléculas de TAG se agrupan y
difunden a los centros de nucleacién, donde crecen capa por capa uniéndose sobre
la red cristalina.

La tasa de crecimiento depende de diversas variables, siendo directamente
proporcional al subenfriamiento y supersaturacién, y variando inversamente

proporcional con la viscosidad del sistema (Peyronel, Acevedo, & Marangoni, 2010).

El subenfriamiento y la supersaturacion representan también la tasa de union de las
moléculas al creciente cristal, al relacionarse directamente con esta tasa (Boistelle,
1998). A medida que este delta aumenta, la tasa de crecimiento aumenta también
hasta un maximo. Junto con influenciar en la tasa de crecimiento, el Ase y delta de
supersaturacion van a influir en la estructura cristalina, obteniendo grandes cristales
para bajos deltas y cristales mas pequefios para deltas mas grandes (Akoh & Min,
2002).




Por otro lado, a medida que la temperatura disminuye en el sistema, la viscosidad

aumenta, disminuyendo la difusion molecular y por ende el crecimiento cristalino.

c) Fuerza termodindmica de la cristalizacion

Desde un punto de vista termodinamico, la fuerza motriz de la cristalizacion
considera la diferencia de potencial quimico, que incluye otros factores ademas de
concentraciones (Soo Na & Joong Oh, 1996), y esta puede ser expresada como una
diferencia en los potenciales quimicos de saturacion, como se indica en ecuacion 4,
incluyendo el factor de actividad, que es una medida de la concentracion efectiva
de la solucion, y que es representada por la supersaturacion, la ecuacion queda

cOmo:
Auzu—qu*T*ln(%) Ec. 4

Utilizando el modelo propuesto por el doctor Alejandro Marangoni (Marangoni A.,
2015), se introdujo la supersaturacion en la ecuacion 4, representando asi el cambio
en el potencial quimico de supersaturacion (Ass), siendo éste el pre-requisito de la

cristalizacion.

Una vez alcanzada esta diferencia, entonces el sistema graso cumple las
condiciones termodindmicas para comenzar su cristalizacion, la cual ocurre a través

la nucleacién y el crecimiento cristalino (Akoh & Min, 2002).

Se vera en detalle esta ecuacion, al presentar los resultados obtenidos.




4.2.3 Microestructura de un sistema graso

El nivel microestructural de la red cristalina de un sistema graso puede estar definido

por aquellas estructuras de largo entre aproximadamente 0.5 pumy 200 pm.

Estas estructuras abarcan desde los cristales individuales hasta la agrupacion de
estos cristales en cada vez mas cristales, hasta formar grandes aglomerados. Un
entendimiento basico de la relacion entre la composicion quimica de los cristales,
las condiciones de cristalizacion y las propiedades fisicas finales de un producto,
requiere una descripcion de los diferentes aspectos de la microestructura de redes

cristalinas de grasas (Heertje, Leunis, Van Zeyl, & Berends, 1987).

Este nivel de estructura ha demostrado tener una enorme influencia sobre las
propiedades reologicas macroscopicas de la red, tales como la capacidad de
untabilidad de la grasa, su viscosidad, su textura y caracteristicas sensoriales finales
del alimento (De Man & Beers, 1987).

Mediante el uso de criomiscroscopia electronica, se puede observar al mas bajo
limite de este nivel, cristales individuales (Fig. 1.a), asi como, al mas alto, agregados

de cristales (Fig. 1.b) (clusters o floculos) son reconocibles.

A iR

Figura 1: Imagenes obtenidas por (a) Criomicroscopia electrénica (Cryo-TEM) mostrando
estructuras correspondientes a cristales individuales y (b) Microscopia por luz polarizada mostrando
agregados microestructurales para una mezcla de aceite full hidrogenado de canola y aceite de
girasol alto oleico en polimorfismo B. (Peyronel, Acevedo, & Marangoni, 2010).

De Man y varios investigadores han notado que la microestructura de un sistema
graso puede ser facilmente cambiada por las condiciones de cristalizacion o
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interesterificacion (De Man & Beers, 1987) (Heertje, van Eendenburg, & al., 1988)
(Marangoni A. , Structure-function analysis of edible fats, 2012) . Varios de estos
estudios sobre la microestructura de redes cristalinas de sistemas grasos describen
cualitativamente como las condiciones de proceso cambian el tamafio y la
morfologia de los aglomerados de cristales y las propiedades reologicas del sistema
graso, a destacar se encuentran los estudios de Van den tempel (Van Den Tempel,
1979) quien propuso que la microestructura de redes grasas cristalinas tiene un

efecto considerable sobre las propiedades reologicas macroscopicas de la red.

También, De Man y Beers (De Man & Beers, 1987) enriquecieron mas el
conocimiento del efecto de la microestructura sobre la dureza macroscépica,
examinando grasa de leche. Otros investigadores han demostrado la importancia
de la microestructura en la reologia de redes cristalinas de grasas y el hecho que
estas pueden ser modificadas cambiando las condiciones de procesamiento de
cristalizacion, asi como con interesterificacion (Marangoni & Rousseau, 1996)
(Small, 1966) (deMan & deMan, 2002).

Trabajos previos en el campo han determinado también la influencia de diferentes
variables tales como la temperatura, el polimorfismo, la composicion quimica vy el
contenido de solidos (SFC) sobre la forma y el tamafio de los aglomerados (clusters)
de cristales. (Awad, Rogers, & Marangoni, 2004), (Heertje, Leunis, Van Zeyl, &
Berends, 1987) (Herrera & Hartel, 2000) (Marangoni & Rousseau, 1996) (Martini,
Herrera, & Hartel, 2002).

Las técnicas utilizadas para visualizar redes cristalinas de grasas son variadas, pero
la mas ampliamente usada es la microscopia por luz polarizada. Al ser los cristales
de grasas divergentes, ellos parecen brillar entre dos filtros polarizadores, asi como
el aceite liquido permanece oscuro, siendo esta técnica, una herramienta de alto
valor para estudiar la relacion entre microestructura, condiciones de procesamiento

y propiedades fisicas en grasas (Ver Figura 1.b)




a) Relacion entre la microestructura y su dinamica de cristalizacion

Las condiciones de cristalizacion para un sistema graso influiran en la forma en que
se desarrollan los cristales, las tasas de nucleacion y de crecimiento, por ende, su
microestructura, y segin su microestructura, seran las propiedades fisicas finales

de éste.

Por ejemplo, para una grasa de leche cristalizada a altos grados de supercooling o
supersaturacion, se esperaria una diferencia de energia de nucleaciéon baja y una
tasa de nucleacibn mas alta, asi llevando a la formacién de un gran numero de
centros de nucleacion a la temperatura de fusion, obteniendo nucleacién
instantanea. Asi, la tasa de crecimiento seria alta, teniendo como resultado final una
microestructura granular compuesta por un gran numero de pequefios cristales, lo

cual se representa en la Figura 2.A (Christian, 1965).

Figura 2: Micrografias de grasa de leche cristalizada isotérmicamente a 5°C (A) y a 25°C.

Por el otro lado, para grasa de leche cristalizada a bajos grados de supercooling, se
esperarian mayores diferencias de energia de nucleacion y bajas tasas de
nucleacion, asi llevando a la formacion de un bajo nimero de centros de nucleacién
(nucleacién esporadica) y a una baja tasa de crecimiento cristalino. Esto finalmente
llevaria a la formacién de “clusters” en la microestructura, compuesta por un

pequefio numero de cristales grandes (Figura 2.B).




b) Caracterizacion de la microestructura de un sistema graso por dimensiones

fractales

Un objeto fractal se define como aquel que exhibe una estructura similar no importa

el nivel de magnificaciéon utilizado (Narine & Marangoni, 1999b).

Otra caracteristica importante de los objetos fractales es que las propiedades

especificas de estos, son proporcionales a su tamafio en escala de dimensiones.

Se ha comprobado que los sistemas grasos presentan propiedades fractales en su
microestructura, lo que ha demostrado ser muy util, ya que un solo nimero puede
dar informacion sobre la complejidad de la geometria de una estructura, en este
caso, informacion sobre la estructura del sistema graso y de la red cristalina que lo
compone (Vreeker, Hoekstra, den Boer, & Agertof, 1992).

Se han estudiado varias técnicas para determinar una dimensién fractal en redes
cristalinas de grasas, tales como dispersion de luz a fracciones de grasa solida muy
bajas, (Vreeker, Hoekstra, den Boer, & Agertof, 1992) reologia de baja deformacion
(Marangoni & Rousseau, 1996) y microscopia de luz polarizada (Narine &

Marangoni, 1999b), siendo esta ultima la mas utilizada.

Mediante tratamiento de datos de las imagenes obtenidas por un microscopio optico
de luz polarizada, las microscopias proveen el valor de la dimension fractal e

informacion sobre como el espacio es ocupado.

Este valor de dimension fractal sera mas bajo si hay mas espacios vacios en la red
cristalina y sera mas alto si los espacios se encuentran mas uniformemente
ocupados, por lo que los valores de dimension fractal obtenidos permiten cuantificar
en un numero, el tipo de organizacién estructural que posee un sistema graso
(Marangoni A. , 2005).




4.3 Caracterizacion de estructura quimica de sistemas grasos utilizados
4.3.1 Grasas y hardstocks

El desempeiio de las grasas en productos alimenticios depende de sus
caracteristicas fisicas, incluyendo punto de fusion, de cristalizacion y polimorfismo,
las que son determinadas por la composicidon quimica de las grasas, sin duda

alguna, principalmente por sus triacilgliceroles (TAG) (Timms, 1984).

Segun su composicién quimica, las grasas y aceites son preferidas en ciertos
productos alimenticios. Muchos productos alimenticios solidos conteniendo grasas
y/o aceites, por ejemplo, productos de grasas para horneado o “shortenings” y
margarinas, requieren mezclas especificas de grasas y aceites para obtener las
caracteristicas deseadas. El componente de grasa (en estado sélido a temperatura
ambiente) es referida como grasa de partida dura, o simplemente “hardstock”, y es
ampliamente utilizado en industria mezclado con aceites vegetales para crear
productos alimenticios finales que a temperatura ambiente se mantengan soélidos,
para obtener texturas que gusten al consumidor final y sin el uso de grasas de origen
animal (Yang, 1988).

Las caracteristicas deseadas de un material hardstock son:

e Punto de fusién alto (generalmente entre 35y 70°C)

e Capacidad de formar un producto con una textura moldeable cuando es
mezclado con los aceites deseados

e Obtener una matriz estable de aceite/grasa a temperatura ambiente, con una

estructura cristalina especifica.

Con el fin de que los estudios realizados en este proyecto sean de interés industrial
es gue se ocuparan hardstocks comunmente usados en industria, tales como Aceite

de soya full hidrogenado y estearina de palma.

Los hardstocks se mezclan con aceites vegetales para dar la matriz grasa del

producto alimenticio, en el estudio se ocuparan dos aceites vegetales, Aceite de




soya y aceite de girasol alto oleico, a continuacién, se revisaran algunos aspectos

en su composicion quimica y propiedades.
4.3.2 Aceite de soya

Este es el aceite mas usado para freir en el mundo y el segundo aceite vegetal mas

producido después del aceite de palma (Dijkstra, 2016).

Se caracteriza por una composicion alta en acidos grasos del tipo poli-insaturado,
siendo &cido linoleico (C18:2) el mas alto con un 56.6% en composicidn, seguido
por acido palmitico (C16:0) y linolénico (C18:3) (Tabla 1).

Segun el uso final del aceite, el aceite puede ser sometido a procesos de
modificacion (hidrogenacion, interesterificacion o fraccionamiento), como es el caso

para aceites utilizados en margarinas, donde generalmente es hidrogenado.

El punto de fusién encontrado en literatura del aceite de soya sin hidrogenar es
cercano a los -16 °C (Nor Hayati, Che Man, Tan, & Aini, 2009), y su punto de fusién
aumenta hasta los 69°C cuando es hidrogenado, ya que sus TAGs insaturados,
pasan a ser en su mayoria acido estearico (C18:0) siendo sélido a temperatura
ambiente (Kellens, 2000). Esto es relevante ya que en este estudio se utilizaron
ambos, el aceite de soya sin hidrogenar y el completamente hidrogenado, por lo que
es necesario notar claramente las diferencias entre uno y otro, ya que su

composicién quimica cambia importantemente.

La mezcla entre aceites y hardstocks, logra productos alimenticios con mejores
perfiles grasos y estabilidad en almacenamiento, siendo el aceite de soya uno de

los mas utilizados como fase liquida en productos alimenticios (Dijkstra, 2016)
4.3.3 Aceite de girasol alto oleico

En el aceite de girasol no modificado, los acidos grasos predominantes son el acido
linoleico (62-70%) y el acido oleico (15-25%), sin embargo, semillas modificadas de
girasol permiten hoy en dia la produccion de aceite de girasol alto oleico, donde el
contenido de &cido linoleico desciende a un 2-17% y el oleico aumenta a un 75-

91%, aumentando su estabilidad, con una menor velocidad de oxidacion por su
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menor contenido de &cidos grasos poli insaturados (Angeles, Dobarganes, Ruiz-
Mendez, & Mancha, 2003).

Este aceite es principalmente utilizado como aderezo de ensaladas y como aceite

de cocina.
Hardstock Aceite

Acido graso Ps? FHSO® sobe HOSFO%=f
C12:0 0.1-0.3
C14:0 1.1-1.7 0.12
C16:0 49.8-68.1 11.5 8.00-13.30 3.8-5
Cl6:1 0
C18:0 3.9-5.6 86.62 2.40-5.40 3.8-4.1
cis:1 20.4-34.4 0.11 17.70-26.10 80.2-88
C18:2 5.0-8.9 0.18 49.80-57.10 3-9.5
C18:3 0.1-0.5 0 5.50-9.50 0-0.3
C20:0 0.3-0.6 0.74 <0.5 0-0.4
C20:1 0 <0.4
C22:0 0.53 <0.6 0.9-1.1
C24:0 0.19 <0.4
SFA 55.2-76.3 99.7 10.4-20.6 8.5-10.6
MUFA 20.4-34.4 0.11 17.7-26.1 80.2-88
PUFA 5.1-9.4 0.18 55.3-66.6 3.0-9.8

Tabla 1: Composicién de &cidos grasos de aceites a utilizar en investigacion. SFA: Acidos grasos
saturados, MUFA: Acidos grasos mono instaurados. PUFA: Acidos grasos poli insaturados.
Fuentes: a) (Lung, 1990), b) (Ribeiro, Grimaldi, Gioielli, & Gongalves, 2009) c) (Nor Hayati, Che Man,
Tan, & Aini, 2009), d) (Angeles, Dobarganes, Ruiz-Mendez, & Mancha, 2003), ) (Salas, Bootello, &
Garcés, 2015), f) (Gunstone, Harwood, & Dijkstra, 2007).

Su punto de fusion se encuentra entre -15 y -17 °C y depende de la variedad

utilizada y de su perfil de acidos grasos.

En productos industriales, el aceite de girasol alto oleico toma un valor extra cuando
es usado como fuente de acido oleico en margarinas y productos para horneado

(shortenings), como ingrediente en formulaciones para nifios y bebes, las cuales




requieren estabilidad, sabores suaves y una composicion especifica de acidos
grasos, que este aceite satisface completamente. Ademas, su alta estabilidad
oxidativa y perfil de acidos grasos es de alto valor para la industria cosmética y

farmacéutica (Sanchez-Muniz, Bastida, & Benedi, 2016).
4.3.4 Estearina de palma

La estearina de palma es un hardstock obtenido por fraccionamiento en seco de
aceite de palma refinado, blanqueado y desodorizado (Costales-Rodriguez, Gibon,
& Verhé, 2009).

Su perfil de acidos grasos muestra un alto contenido de acido palmitico (49,8-
68,1%), por lo que su punto de fusion es bastante alto, cual se acerca a los 51,85
°C (Lung, 1990).

Se ha mostrado también, que la nucleacion de estearina de palma es cinéticamente
mas favorecida que la nucleacion en aceite de palma, lo que ocurre debido a que
se necesita un tiempo menor de induccion (Lung, 1990), también mejora la
tolerancia a altas temperaturas, la morfologia de la red cristalina y la estabilidad.
Debido a estas caracteristicas y a su amplio uso en la industria, es que también sera

utilizada como hardstock en este estudio.
4.4 Cristalizacion de aceites en la Industria

Debido a la complejidad molecular de los triacilglicéridos y lo determinante de sus
propiedades fisicas en las condiciones de cristalizacidon, se requieren profundos
conocimientos sobre la cristalizacibn de aceites para optimizar los procesos

industriales.

Asi, las propiedades funcionales de un sistema alimenticio asociadas con el uso de
aceites vegetales (por ejemplo, caracteristicas organolépticas, untabilidad, textura,
estabilidad de emulsion) dependeran de: la capacidad de los TAGs en el aceite para
desarrollar una fase sdlida, su perfil de temperatura de fusion/cristalizacion, tipo de

polimorfismo y organizacion fractal del TAG cristalizado en el aceite segun las




condiciones de tiempo y temperatura, siendo estas ultimas enfatizadas, debido a

que la organizacion de los TAGs es un proceso termodindmico (Larsson, 1994).

A nivel industrial, la cristalizacion de aceites se utiliza en innumerables procesos,
tales como: la produccién de chocolates, mantequillas, margarinas, productos de

pasteleria, golosinas y entre otros.

Debido a la complejidad de los sistemas grasos, la Industria ocupa la cristalizacion

de TAGS como un proceso para:

e Eliminar pequefas cantidades de compuestos de alto punto de fusion desde
un aceite para mejorar su apariencia y atraccion visual al consumidor a
ambientes de baja temperatura (por ejemplo, winterizacion).

e Obtener fracciones de TAG desde aceites 0 grasas a través de un proceso
conocido como fraccionamiento

e Modificar la textura de sistemas alimenticios (Toro-Vazquez, Dibildox-

Alvarado, Herrera-Coronado, & Charo-Alonso, 2001).




5. Hipotesis

El estado dinamico de un sistema graso es influenciado directamente por la
supersaturacion y la viscosidad. La construccion de perfiles cristalinos considerando
estas dos variables, en gréficos de trayectoria de fases, representara

cualitativamente el estado final del sistema.




6. Objetivos

6.1. Objetivo General

Estudiar la relacion entre el comportamiento de cristalizacién de tres sistemas
grasos y sus diagramas de trayectoria de fases, construidos en base a modelo que
considera variacion del potencial quimico de supersaturacion y viscosidad, como las

variables que definiran estructura final del sistema graso.
6.2. Objetivos especificos

e Obtener los perfiles de cristalizacion de tres diferentes sistemas grasos por
analisis del contenido de sdlidos y comportamiento térmico, a diferentes tasas
de enfriamiento.

e Analizar los perfiles de viscosidad-temperatura obtenidos para cada sistema
graso.

e Caracterizar la microestructura final obtenida (polimorfismo e imagenes de los
cristales formados).

e Analizar dinamica de cristalizacion mediante la construccién de gréaficos de
trayectoria de fases con los datos de perfiles de viscosidad y perfiles de
cristalizacion.

e Relacionar resultados de la estructura final obtenida, la dindmica de

cristalizacion del sistema graso y los graficos de trayectoria de fase construidos.




7. Materiales y Métodos

7.1 Materiales:
Tres sistemas fueron estudiados:

1) Estearina de palma (Palm Oil Research Institute of Malaysia, Kuala Lumpur,
Malaysia) en aceite de soya (Bunge Canada, Toronto, Canada) (PS-SO).

2) Aceite de soya full hidrogenado (FHSO) (Bunge Canada, Toronto, Canada)
en aceite de girasol alto oleico (HOSFO) (Acatris, Toronto, Canada).

3) Aceite de soya full hidrogenado (FHSO) en aceite de soya (SO).

7.1.1 Preparacion de Muestras
Las muestras fueron preparadas usando las siguientes proporciones:

o 40-60% de estearina de palma en aceite de soya.

o 20-80% de full hidrogenado de aceite de soya en aceite de girasol alto
oleico

o 20-80%, de full hidrogenado de aceite de soya en aceite de soya.

La preparacion de muestras fue realizada en vasos precipitados de 100 ml,
mediante masaje en balanza electronica. El tratamiento posterior de las muestras

dependié del analisis a realizar.
7.2 Metodologia de trabajo:
7.2.1 Contenido de solidos (SFC)

Las muestras fueron fundidas a 80°C durante 15 minutos en una incubadora
(Echoterm In30, Torrey Pines Scientific, USA) para borrar cualquier memoria
cristalina. Luego, en triplicado, aproximadamente 3.0 gramos de cada muestra
fundida fueron introducidas por pipeta en tubos de vidrio para espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (2=10.00 mm, 1.0 mm de espesor y 180 mm de
altura) segun meétodo Cd IGb-93 desarrollado por la “American Oil Chemists'
Society” (AOCS, 1993).




Dos tasas de enfriamiento fueron utilizadas, una tasa de enfriamiento rapida
(~AT=30°C/min) fue alcanzada utilizando bafios de agua (Fisher Scientific, USA),
siendo agua el medio de enfriamiento y una tasa de enfriamiento lento
(~AT=5°C/min) fue alcanzada usando una incubadora (Echoterm In30, Torrey Pines

Scientific, USA), siendo aire el medio de enfriamiento.

La temperatura a la cual el sistema fue cristalizado es la temperatura a la que fue

dejado constante el medio de enfriamiento.

Esta temperatura se eligi6 dependiendo del sistema, segun su variacion en
subenfriamiento, y después de realizar prueba y error de la forma de los gréaficos de
trayectoria de fases obtenidos (que se explican mas adelante). Eligiendo como
temperaturas: 20, 40 y 30°C para los sistemas 40/60% PS-SO, 20/80 FHSO-
HOSFO y 20/80% FHSO-SO respectivamente.

Las lecturas de SFC fueron realizadas cada 40 segundos aproximadamente durante
la primera hora y cada cinco minutos durante la segunda hora. Ademas, para
determinar si hubo cambios en el contenido de solidos a largo plazo, el contenido
de solidos fue medido cada 12 horas durante tres dias de almacenamiento a la

temperatura de cristalizacion del sistema.

Las medidas del contenido de solidos fueron tomadas en un espectrometro de
resonancia magnética nuclear de Bruker Corp, 20 MHz (0.47 T) mg 20 series bench-
top (Bruker Corp., Milton, ON, Canada). Siendo esta técnica ampliamente utilizada
para medicion de sélidos en sistemas grasos (Putte & Enden, 1973), siguiendo el
método Cd IGb-93 desarrollado por la “American Oil Chemists' Society” (AOCS,
1993).

Junto con la medicion del contenido de solidos se efectu6 la medicion de
temperatura del sistema graso, las cuales fueron medidas cada dos segundos en
otro tubo de NMR (espectroscopia de resonancia magnética nuclear) con una
termocupla dentro de la muestra, este tubo fue apartado de las muestras en analisis
y solo utilizado para medir la temperatura de la muestra en el medio de enfriamiento.

Cabe destacar que, para poder correlacionar la temperatura de la muestra en este
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tubo con la temperatura de las muestras en el triplicado, el tubo de medicién de
temperatura fue sacado del medio de calentamiento en los mismos intervalos en los

que los tubos de muestras fueron sacados del medio de enfriamiento.

7.2.2 Punto de fusion y de cristalizacion mediante Calorimetria diferencial de
barrido

El comportamiento térmico para cada muestra fue estudiado con el uso del
instrumento de Calorimetria diferencial de barrido (DSC) Mettler DSC 1 STARe
System (Mettler Toledo, Mississauga, ON).

Cada muestra fue pesada dentro de un portador de aluminio, considerando que la
muestra pese entre 5y 10 miligramos, sus pesos fueron registrados. Se sigui6 el
procedimiento elaborado por Rodrigo Campos para DSC (Campos R. , 2005).

Los experimentos fueron conducidos usando una tasa de enfriamiento y
calentamiento de 5°C min~! con un flujo de nitrégeno de 20 ml min~%, primero
incrementando la temperatura hasta 80°C para obtener el perfil de calentamiento y
subsecuentemente enfriando la muestra hasta -10°C para obtener el perfil de

cristalizacion.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante integracion de los termogramas
para obtener las temperaturas de fusion y de cristalizacion de los sistemas
estudiados, usando el programa Stare Software v8.0.1 (Mettler Toledo,

Mississauga, ON).
7.2.3 Tipo de polimorfismo

El tipo de polimorfismo de las muestras fue determinado mediante el uso del

difractometro de rayos X Rigaku multiflex (Rigaku, Japan).

Las mismas muestras usadas para construir el perfil de cristalizacién en la medicion
de solidos grasos fueron utilizadas para la determinacion del polimorfismo obtenido,
para asegurar que el polimorfismo determinado corresponde a las muestras

cristalizadas bajo las mismas condiciones.




La platina de muestra fue precalentada a la temperatura a la cual se dejaron las
muestras cristalizar (especifica para cada muestra), una vez precalentada, se
coloco la muestra del sistema graso en la platina de manera que la muestra ocupé
todos los espacios de la platina sin sobrepasar la altura de esta, ya que esto llevaria
a angulos erroneos de difraccion de los rayos X en la muestra (Peyronel, Acevedo,
& Marangoni, 2010).

Durante el andlisis se uso un sistema de control de temperatura, conformado por
una placa acoplada debajo de la platina con la muestra, que esta conectada a un

bafio térmico.

Las temperaturas utilizadas en el control térmico fueron de 20, 30 o 40°C para
40/60% PS-SO, 20/80% FHSO-SO y 20/80% FHSO-HOSFO respectivamente.
Medidas fueron tomadas en triplicado siguiendo el método ya descrito por Dra.

Peyronel (Peyronel, 2010).

Los datos recopilados, entregan la distancia entre los dos diferentes planos
atomicos de la subcelda segun la teoria “Powder” versus la intensidad recibida,
cuyos resultados fueron comparados con la data de Souza (Souza, deMan, & J.M.,
1990), que indican las distancias caracteristicas para cada estructura polimorfica,

siendo de 4,2 y 3,8 A para la forma R’ y 4,6 A para la forma R.
7.2.4 Viscosidad dinamica

Esta propiedad reoldgica fue determinada mediante el uso del reémetro Anton Paar
MCR302 (Anton Paar, Saint Laurent, QC), equipado con una unidad de control de
temperatura y un modulo de medicion de viscosidad de cilindros concéntricos
CC17/T200/AL (Anton Paar, Saint Laurent, QC).

Curvas de viscosidad fueron construidas con intervalos de medicion de temperatura
de 5°C a través de una tasa de enfriamiento descendente desde 80°C hasta la
temperatura en la cual la muestra sera puesta a cristalizar, las cuales son 20, 30 y
40°C para PS-SO, FHSO-HOSFO y FHSO-SO respectivamente.




Para las muestras analizadas, las concentraciones de grasa sélida (hardstocks)
fueron de 0% (asumiendo que la totalidad del hardstock fue disuelto en el aceite).
También fueron analizadas muestras de aceite con un porcentaje de grasa solida
igual al porcentaje de solidos disuelto en el aceite en equilibrio, determinado

mediante la siguiente ecuacion:

% solidos en disolucién = % Solidos totales del hardstock (SFCneat) —

%Solidos del sistema en equilibrio(SFCmax) (Ec.5)

Para cada medicion, la muestra se mantuvo a la misma temperatura durante al
menos 10 minutos antes de medir viscosidad. Todas las medidas fueron tomadas

a una tasa de agitacion de 100 s-1.

Los resultados de viscosidad de ambos aceites utilizados (aceite de soya y aceite

de girasol alto oleico), fueron usados para construir las trayectorias de fase.

Ademas, una curva de viscosidad fue determinada para 13% PS-SO, 8,7% FHSO-
HOSFO and 5% FHSO-SO, donde cada valor corresponde a SFC ~ 0%, indicando
que el porcentaje de Hard-stock estaba completamente disuelto en el aceite.

7.2.5 Diferencia de potencial quimico de supersaturacion

Debido a que los sistemas grasos utilizados en este estudio estan compuestos cada
uno de dos familias de TAGs notoriamente diferentes, es que se utilizara el modelo
de Cristalizacion en solucion, de la recopilacion en los estudios de Rousset, de seis
modelos que describen el comportamiento de nucleacion y crecimiento, sujetos a

diferentes teorias cinéticas (Rousset P. , 2002).

Este modelo considera al sistema graso como dos componentes separados que son
inmiscibles en el estado solido. Los TAGs con el punto de fusion mas bajo componen
la solucion, y los TAGs con el punto de fusidbn mas alto son considerados el soluto
(Rousset P. , 2002).

Como ya se menciond en los antecedentes, en este trabajo de investigacion se
utiliza el enfoque de la supersaturacién como la fuerza motriz de la cristalizacion de

los sistemas grasos estudiados.




En condiciones de supersaturacion, fue propuesto por Dr. Marangoni, que el estado
fisico-quimico de un sistema graso podria estar definido por la ecuacion 6
(Marangoni A. , 2012) :

Augs = RT In (C"'—) = RTIn(8)) (Ec. 6)

Donde R es la constante universal de los gases, T es la temperatura del sistema (en
este estudio, la temperatura a la cual el sistema esta siendo cristalizado) y g; es el
coeficiente de solubilidad, dado por la relacion entre la solubilidad del sistema a un
tiempo y temperatura especifica (c¢;) y la solubilidad a la condicion de

supersaturacion (c;").

Como se ha indicado anteriormente, la supersaturacion es la fuerza impulsora de la
cristalizacion del sistema graso, y esta definida en la ecuacion 6 por el logaritmo

natural del coeficiente de solubilidad.

Debido a que la solubilidad de cualquier sustancia es medida como la maxima
concentracion de solutos que pueden ser disuelto en un solvente especifico a cierta
temperatura (Rogers & Stovall, 2000), c; podria ser representado por el contenido
puro de solidos del “hard-stock” (el cual es constante), menos el contenido de

solidos medido con respecto al estado dinamico del sistema (tiempo-temperatura).

El factor c;* representa la solubilidad del “hard-stock” en el aceite a la condicién final
de supersaturacion, el cual sera definido por el contenido puro de solidos (SFCy,0qt)

menos el maximo contenido de solidos alcanzado durante la cristalizacion

(SFCmax,sol)-

Quedando finalmente el coeficiente de solubilidad representado por:

BT ) = [ci(T,0)] x-SFCneat—SFCSTO(lt) (Ec.7)

[ci*] X*SFCneat—SFCmax,sol

Para alcanzar cristalizacion, el valor de [¢;(T,t)] debe ser siempre mayor al valor
de [Ci*]'




7.2.6 Microscopia de luz polarizada

Microscopia de luz polarizada fue utilizada como método para obtener imagenes de
las redes de cristales formadas por los sistemas grasos al nivel microestructural
(0.5-200 um), y posteriormente, las imagenes fueron analizadas cuantitativamente

con el uso de dimensiones fractales.

Las muestras son calentadas hasta 80°C por 15 minutos, junto con sus respectivas
platinas para microscopia, los cubreobjetos y una pipeta pasteur. Inmediatamente
retiradas las muestras de la incubadora, usando la pipeta mencionada
anteriormente, se afiadio una gota (10uL) sobre las platinas de microscopia pre
calentada platina de microscopia y finalmente los respectivos cubreobjetos puestos

cuidadosamente encima de las muestras.

Con el fin de replicar el perfil de cristalizacién realizado para las muestras en el
analisis de contenido de sdlidos se ocup6 un plato de calentamiento/enfriamiento
de platinas para microscopia, TPP 93 programador de temperaturas LTS-350
hot/cold Linkham stage (LinkamScientific Instruments Ltd. Surrey, England) para
mantener el perfil de temperaturas que las muestras mostraron en el andlisis de

contenido de solidos.

Este programador de temperaturas fue colocado inmediatamente debajo de los
objetivos de lectura de un microscopio Leica (CTR DM RXA2 con camara digital
Hammamatsu C11440) y utilizado a través de un software computacional (Volocity

software ® v6.3, Germany).

Durante cristalizacion de las muestras, imagenes fueron capturadas cada 5 minutos
usando microscopia de campo claro y magnificacion de x10. Después de dos horas
de andlisis para cada muestra, éstas, fueron almacenadas a las temperaturas

finales de equilibrio (20, 30 0 40°C segun la muestra utilizada).

Luego de una semana de almacenamiento, se tomaron nuevamente imagenes,
esta vez usando microscopia de luz polarizada a diferentes magnificaciones (x20 y

x40), las cuales fueron utilizadas para los resultados de caracterizacion de micro




estructura, en este estudio. Cabe destacar se siguieron recomendaciones de

metodologia de este andlisis, segun literatura (Abramowitz et al, 2005).
7.2.7 Dimensiones fractales (Conteo por cajas)

Este método esta basado en el conteo del nimero de cristales dentro de “cajas”
cuadradas de radio creciente R, creadas con un software sobre las imagenes
obtenidas con microscopia de luz polarizada y apropiadamente modificadas con un
“threshold”, que permite separar a los cristales (en blanco) y el aceite liquido (en

negro). Cada caja “i” da un Ni numero de microestructuras (Ver Anexo 2).

Un sistema es fractal cuando su estructura se repite a diferentes escalas, entonces
un gréfico del logaritmo de Ni versus el logaritmo de Ri deberia dar una linea recta.
La pendiente de la regresion corresponde al valor de la dimension fractal 2-D de la

estructura, llamado “Db”.

El software Benoit 1.3 (Truesoft Intl, St. Petersburg, FL, USA, www.trusoft-

international.com) fue usado para determinar la dimensién fractal 2-D.

El propoésito del “Thresholding” es convertir las imagenes obtenidas en escala de
grises en imagenes binarias (en solo blanco y negro). Esta técnica, junto con el
equilibrio de las imagenes, fue realizada con el software Adobe Photoshop v10.0
(Adobe System Incorporated). El nivel de threshold utilizado fuel el cual permitio se

viera mas similar a la imagen original polarizada.
7.2.8 Analisis estadisticos

El test estadistico de ANOVA de una via fue utilizado para determinar diferencias
significativas entre los resultados obtenidos. El software utilizado fue GraphPad
Prism version 5 para Windows (Prism GraphPad, 2003).

Diferencias entre los promedios fueron consideras significativas para un p-valor<

0.05. Todos los datos son calculados con un promedio de a lo menos dos replicados.



http://www.trusoft-international.com/
http://www.trusoft-international.com/

8. Diagrama de Bloques de Metodologia

El siguiente diagrama presenta las etapas de la metodologia aplicada para la

obtencién de datos del presente trabajo de investigacion
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9. Resultados

9.1 Perfiles del desarrollo de solidos

Los resultados del contenido de solidos (SFC)
versus el tiempo de cristalizacion para cada
muestra fueron comparados con su tasa de
enfriamiento rapida y lenta segin muestra
Figura 3, y las temperaturas de las tasas de

enfriamiento tabuladas en Tabla 1.

Las temperaturas de enfriamiento de cada
sistema graso (Ts), fueron elegidas de acuerdo
a una diferencia de 10 o 20 grados menos que
su temperatura de fusion, debido a que ya a
estas temperaturas las muestras inician
rapidamente cristalizacién y aun se permite
obtener una éptima resolucién de los datos
obtenidos (Herrera, Gatti, & Hartel, 1999),
(Toro-Vazquez et al, 2001).

Al observar Figura 3 se notan diferencias
significativas en el perfil de SFC obtenido en
un sistema para cada tasa. Ademas, se
observa que la forma de las curvas es similar

para las mismas tasas de enfriamiento. Estos
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Figura 3: Curvas de contenido de solidos (SFC) versus
perfil de temperaturas para los sistemas grasos 40%
PS-SO (A), 80%FHSO-SO (B) y 80% FHSO-HOSFO (C)
usando dos diferentes tasas de enfriamiento.

resultados eran esperables y han sido observados en previas investigaciones, que

demuestran que la diferencia en la rapidez de la transferencia de calor entre el

medio de calentamiento y la muestra, (y por ende la tasa de disminucion de la

temperatura del sistema graso), es crucial en el desarrollo de sélidos (Campos,

Narine, & Marangoni, 2002), (Rousset P. , 2002).




Las tasas de enfriamiento para cada sistema se muestran en la Tabla 2, se observa
de esta que los sistemas con FHSO como grasa dura (hardstock) presentaron tasas

similares.

El instantaneo desarrollo de cristales observado en la Figura 3 para enfriamiento
rapido, se explica debido a que se alcanza rapidamente una temperatura menor al
punto de fusion, organizandose asi, los TAGs en estructuras menos estables que
requieren bajas energias de activacion, lo que permite el desarrollo casi instantaneo
de cristales en un crecimiento que parece ser lineal hasta llegar a un maximo

(Grotenhuis, van Aken, van Malssen, & Schenk, 1999).

Por el contrario, para el enfriamiento lento, se obtuvieron tiempos de induccion,
estos son resultado de una tasa de nucleaciébn mas lenta, ya que, al usar una tasa
de enfriamiento mas lenta, a nivel molecular la difusion de los TAGs es mas lenta
también. Esto permite a los TAGs organizarse en estructuras mas estables, con
cinéticas mas lentas de cristalizacion, resultando en un menor nimero de cristales
y de mayor tamafo, lo que se observa mas adelante, en la Figura 9 (Toro-Vazquez,
Dibildox-Alvarado, Herrera-Coronado, & Charo-Alonso, 2001).

PS-SO FHSO-HOSFO | FHSO-SO

Temperatura del medio (°C) 20 40 30
Tasa Enf rapido (°C/min) 25,5 18,5 19,5
Tasa Enf. lento (°C/min) 5,6 2,3 2,5

Tabla 2: Temperaturas de cristalizacion de medios de enfriamiento (incubadora y bafio de agua) y

tasas de enfriamiento.

Estudios han demostrado que cuando la fuerza motriz de la cristalizacién es alta
(tasas de enfriamiento mas rdpidas o mayores supersaturaciones), la tasa de
nucleacion aumenta debido a que menores energias libres de nucleacion se tienen
gue alcanzar, siendo asi los tiempos de induccion menores y resultando en una
nucleacion instantanea (Campos, Narine, & Marangoni, 2002) (Wright, Hartel,
Narine, & Marangoni, 2000).




Es muy importante de destacar que los tiempos de induccién y subsecuentemente
las tasas de nucleacion, son resultado de un aumento en la viscosidad en un efecto
combinado con la supersaturacion y la tasa de enfriamiento utilizada, que
determinan la magnitud del tiempo de induccion, como lo muestran los estudios de

Toro (Toro-Vazquez et al, 2001).

Durante la cristalizacidon, aquellos TAGs con puntos de fusion medios-altos son los
qgue inician la nucleacion y el desarrollo de cristales, ya que tienen una mayor
diferencia en el potencial de supersaturacion, y son rapidamente cristalizados,

desarrollandose los primeros solidos dentro de la fase liquida.

Asi, el rapido aumento en el SFC, resulta en un rapido aumento en la viscosidad y
por ende una progresiva disminucién en la transferencia de masa, limitando
finalmente la difusion, hasta llegar a un peak maximo alcanzado varios minutos
antes que para la tasa de enfriamiento lenta. (Toro-Vazquez, Dibildox-Alvarado,
Herrera-Coronado, & Charo-Alonso, 2001).

Se observa también que todos los sistemas llegan a un maximo de SFC el cual varia
levemente hasta el equilibrio. Este “plateu” es comun de ver en curvas de SFC para
sistemas grasos, teniendo en este punto, la concentracion mas alta de sélidos
(Herrera, Gatti, & Hartel, 1999).

El tipo de curvas obtenidas es de tipo sigmoide para la tasa de enfriamiento lenta,
excepto para el sistema con HOSFO como fase liquida (Fig.4B), cuya curva tiene
dos fases, una de crecimiento lineal y luego de forma sigmoide como en los otros

dos sistemas.

Es interesante observar que, para dos de los tres sistemas investigados, se obtuvo
un mayor contenido de solidos al usar la tasa de enfriamiento rapida en vez de la
lenta, exceptuando el sistema FHSO-HOSFO. Esto se explica debido a cambios en
la microestructura obtenida segun la temperatura y viscosidad del sistema graso.
Cuando la tasa de cristalizacion es rapida, los TAGs se organizan en cristales mas
pequefios, obteniéndose un mayor numero de cristales. Al ser los cristales mas

pequefios, estos logran adsorber mas grasa liquida en la superficie, llevando a
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menos grasa liquida en la fase continua y resultando asi en lecturas mas altas de

contenido de sélidos (Boudreau & Saint Amant, 1985).

En cuanto a las diferencias obtenidas entre los sistemas grasos utilizados, es dificil
comparar entre estos, debido a que cada sistema tiene una composicion quimica
diferente (Ver tabla 1), con una alta cantidad de componentes, lo que hace a los

sistemas grasos, sistemas complejos.

A simple vista en Figura 3, se puede observar que los tiempos de induccion de
ambas tasas de enfriamiento para el sistema PS-SO son menores que para los otros
dos sistemas, esto se explica debido a que el tiempo de induccién de la cristalizacion
de un sistema graso estd directamente relacionado con su complejidad en

estructura quimica (Ng, 1990).

Los resultados mostraron que muestras hechas con FHSO respondieron llegando
al contenido de equilibrio de solidos en los primeros 120 minutos de cristalizacion,
comparado con el estado de equilibrio obtenido después de casi 3 dias de
almacenamiento, esto se debe a que el contenido total de solidos de las muestras
eran el mismo de un 20%p/p de Hardstock. Sin embargo, cabe destacar que el
contenido de solidos maximo y final alcanzado es mayor para el sistema FHSO-SO
en ambas tasas de enfriamiento, obteniendo una diferencia en el SFC final de 5
puntos para la tasa de enfriamiento rapida. Esto coincide con literatura, que indica
que diferencias de temperatura de subenfriamiento (supercooling) mayores,

implican en mayor contenido de solidos (Ver Tabla 3) (Herrera & Hartel, 2000)

La diferencia en el valor de SFC maximo obtenido segun la tasa de enfriamiento
usada se hace mucho mayor para el sistema graso 40% PS-SO que, para los otros
sistemas, el cual mantiene una diferencia de 2 puntos en el contenido de sélidos,
incluso después de dos dias de almacenamiento. Asumimos que esto no paso para
el sistema graso 40% PS-SO debido al perfil mas complejo de acidos grasos y sus
caracteristicos tiempos de cristalizacion mas largos para la estearina de palma
(Lung, 1990).




A excepcidn de los sistemas con SO como fase liquida, el sistema graso FHSO-
HOSFO presenta una curva de contenido de solidos diferente a la obtenida para
los otros sistemas.

Donde, para la tasa de enfriamiento lenta se observan dos pasos en la curva,
primero, un crecimiento igual de solidos con el enfriamiento rapido hasta un 1%
aproximadamente y luego presenta una curva de tipo sigmoide, mantenido el 1%
de SFC hasta el minuto 7 donde continda el desarrollo de sdlidos.

Es interesante notar también que, para este sistema, alcanzados 25 minutos de
cristalizacion, el SFC para el enfriamiento lento supera el SFC para la tasa rapida,
y se mantiene mayor durante todo el experimento, acercandose hasta una
diferencia de apenas 1 punto en el contenido de sélidos en equilibrio.

Este comportamiento es diferente al observado en los otros sistemas, donde se
observa siempre un contenido menor de sélidos para la tasa lenta.

Las diferencias obtenidas para este sistema, asumimos se deben al tener un
potencial de subenfriamiento distinto al obtenido para los otros sistemas, el cual es
10 puntos menor que para los sistemas con FHSO (Tabla 3). Esto sugiere la
existencia de diferentes mecanismos de cristalizacion dependiendo del grado de
supercooling. Estos resultados concuerdan con Peyronel et al (Peyronel, Pink, &
Marangoni, 2014) que habian mostrado diferencias en la microestructura obtenida
por agregacion de nanoplatelas de cristales cuando la tasa de enfriamiento 1
°C/min fue usada en vez de 30 °C/min en cristalizacion de 20% tri estearina en
trioleina tristearin in triolein.

Cambios adicionales en los cristales pueden ocurrir mediante recristalizacion,
dando origen a cristales meta estables mediante transformaciones en el
polimorfismo de estos (Boistelle, 1998). Es por esto que se dio un tiempo de 3 dias
para observar si hubo recristalizacién alguna, habiendo para todos los sistemas

cambios solamente pequefios en el SFC.

Las transformaciones ocurridas una vez cristalizado el aceite tomaran lugar siempre
en la direccion de mayor estabilidad (Campos, Narine, & Marangoni, 2002), por lo
gue se sugiere que los cambios ocurridos las siguientes horas permitieron obtener

estructuras mas estables.




Los resultados obtenidos en el contenido de solidos fueron utilizados en la en las
Ecuaciones 4 y 5 para obtener los cambios en el potencial de supersaturacion y la

elaboracion de los gréficos en relacion a la viscosidad mostrados mas adelante.

9.2 Termogramas por Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La Figura 4 muestra el comportamiento
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integracion de las areas bajo los peaks de

fusion.

Las temperaturas de fusion obtenidas fueron usadas para definir las temperaturas
a las cuales se cristalizaran los sistemas grasos, es decir, la temperatura a la que
se encontrard el sistema de enfriamiento (incubadora o bafio de agua) para cada

sistema, definida en este trabajo cobmo Ts y presentadas en Tabla 3.




Debido a que un objetivo de este trabajo de investigacion es analizar y discutir
diagramas que logren mostrar el comportamiento de cristalizacion de cada sistema
graso, se utilizaron las temperaturas de fusiébn de estos para asi con este dato

obtener las diferencias de subenfriamiento (introducidas en Ecuacion 2).

Utilizando diferencias de subenfriamientos similares, se esperan comportamientos
de cristalizacion similares (reflejado después en los graficos de fases), siendo la
diferencia de subenfriamiento la fuerza motriz de la cristalizacion al igual que la

diferencia en supersaturacion (Rousset P. , 2002).

Los resultados mencionados pueden ser observados en Tabla 3, donde el
subenfriamiento resultante fue de 24.76, 14.16 y 24.78 °C para 40/60% PS-SO,
20/80% FHSO-HOSFO y 20/80% FHSO-SO respectivamente.

] Supercooling Temperatura de|Temperatura de
Sistema Ts [°C] o o
(Tf-Ts) [°C] Derretimiento Tf [°C] |Cristalizacion [°C]
40/60 PS-SO 24.76 20 44.76+ 6.38 19.63+0.3
20/80 FHSO-
HOSFO 14.16 40 54.16+ 2.22 37.39+0.1
20/80 FHSO-SO [24.78 30 54.78+ 3.49 39.13+0.2

Tabla 3. Temperaturas de Cristalizacion y fusion (Onset y peak) para los sistemas grasos
40/60% PS-SO, 20/80% FHSO-SO y 20/80% FHSO-HOSFO. Las tasas de enfriamiento y
calentamiento fueron de 5°C/min para todas las muestras.

Se puede notar en la tabla 3, que el segundo sistema correspondiente a 20/80%
FHSO-HOSFO tiene un supercooling diferente al de las otras dos muestras. Esto se
debe a que, al cristalizar este sistema graso a temperaturas de Ts menores, se
obtenian curvas de contenido de sélidos de muy baja resolucién, es decir, el sistema
cristalizaba muy rapido para incluso la tasa de enfriamiento lenta.

Al presentar este sistema un patron de cristalizacién similar a los otros dos sistemas,
a una temperatura de cristalizacion escogida (Ts) de 40°C, se decidié mantener esta
temperatura, obteniendo un subenfriamiento 10 grados menor que para los otros

dos sistemas.




9.3 Tipo de polimorfismo

Los cristales en un sistema graso, una vez formados, pueden tener diferentes
formas, llamados “habitos cristalinos” o morfologias del cristal.

Son referidos como solidos polimorficos, aquellos sélidos que, siendo de la misma
composicién quimica, pueden existir en mas de una geometria estructural. De
acuerdo con estudios previos, existen tres estados polimorficos que predominan en
un sistema graso, estos son en creciente orden de estabilidad termodinamica, a, B’
y B (deMan & deMan, 2002). La diferencia en el desarrollo de los cristales, entre
aguellos cristales en un estado estable y otros en un estado de menor estabilidad
termodinamica (metaestables) se influencia en el tipo de polimorfismo desarrollado
y este dependera de las condiciones de cristalizacion, especialmente en la fuerza
motriz de esta (Akoh & Min, 2002). La supersaturacion disminuye a medida que los
cristales crecen, y esta reducida supersaturacion resulta en un requerimiento de
estabilidad para los cristales mas grandes, debido a que los cristales bajo un cierto
tamanfo critico, retornaran a la solucién en estado liquido. El polimorfismo de cada
sistema graso estudiado, fue analizado en equilibrio, para caracterizar el estado final
de estos.

En la Figura 5 se muestran los patrones de intensidad detectada por difraccion de

rayos X en las muestras de los tres sistemas grasos estudiados, donde 2theta es

Analisis de difraccion por rayos X
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Figura 5: Espectro de rayos X mostrando los picos de intensidad observados para los sistemas
grasos 40/60% PS-SO, 20/80% FHSO-SO y 20/80% FHSO-HOSFO.
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dos veces el angulo entre el rayo incidente en la muestra y el rayo refractado, la
intensidad relativa es la intensidad de la sefial obtenida y los valores sobre los peaks
son las distancias interplanares de los cristales formados obtenidas segun Ley de
Bragg, que establece que dos ondas estan en fase si las longitudes de las
trayectorias difieren en cualquier multiplo de la longitud de la onda (Ver Anexo X)
(Campos R. , 2005).

Al observar Figura 5, es interesante observar la obtencion de un polimorfismo f’
para el sistema 40/60% PS-SO al ocupar la tasa de enfriamiento rapida, y uno 8 al
ocupar la lenta, ya que literatura indica que un sistema compuesto por estearina de
palma y aceite de soya alcanzan un estado polimoérfico estable en B (Hong Yap,
deMan, & deMan, 1989).

De acuerdo a Metin y Gartel (Metin & Hartel, 2005), junto a Kloeck y colaboradores
(Kloek, Walstra, & van Vliet, 2000), la persistencia de cristales B’ en casos donde la
estabilizacion es preferencialmente 3, probablemente resulta de la formacion de
cristales mixtos, es decir, por la formacion de cristales de diferentes
microestructuras, los cuales podrian haber sido favorecidos por la composicién de
la mezcla y por la tasa de enfriamiento usada, especialmente si la tasa de
enfriamiento usada fue rapida.

Marangoni y McGauley (McGauley & Marangoni, 2002) respaldan esto y agregan
dos factores que se relacionan con este fendmeno: la configuracion desfavorable
de moléculas de TAGs resultantes de una nucleacién rapida o el rapido incremento
de viscosidad, lo cual limita transferencia de calor y masa y dificulta la organizacién
molecular. Por lo tanto, la presencia de cristales B’ puede estar asociada a la rapida
cristalizacion ocupada para este sistema y su composiciéon molecular de la mezcla
PS-SO.

En espectros de difraccion por rayos X como la Figura 5, son varios los factores que
afectan la intensidad de un determinado peak. Algunos de estos son intrinsecos al
material en estudio, y algunos son peculiares a la forma en que se monta la muestra
en el difractometro, por lo que se procuré una orientacién aleatoria al montar la

muestra (Peyronel, Pink, & Marangoni, 2014).




Para el sistema PS-SO se obtuvieron menores intensidades en los peaks
resultantes, lo cual se fundamenta con su bajo contenido de solidos en comparacion
a las otras muestras, ya que un mayor contenido de solidos esta relacionado con

una mayor intensidad de sefal detectada (Hong Yap, deMan, & deMan, 1989).

Mezclas de FHSO-SO y FHSO-HOSFO tienen conocida tendencia a cristalizar en
el polimorfismo “betha” (B), que es el mas estable. Esto, asociado con la baja
diversidad de composicion en acidos grasos y relativa similitud de su composicion
en TAGs, lo cual se observa en los resultados obtenidos. (Wiederman, 1978)

(Gunstone, Harwood, & Dijkstra, 2007).
9.4 Viscosidad de los sistemas grasos

En aceites vegetales la viscosidad decrece de manera exponencial al aumentar la

temperatura, este comportamiento se observa para todos los sistemas grasos en la

Figura 6.
Viscosidad vs temperatura
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Figura 7: Viscosidad vs temperatura para los aceites 5% FHSO-SO, 8,7% FHSO-
HOSFO, 13% PS-SO, 100% SO y 100% HOSFO.
Las viscosidades obtenidas en la Figura 6 corresponden a la viscosidad de los
aceites (en amarillo) y la viscosidad de los tres sistemas grasos usados en el estudio
con una concentracion igual al contenido de solidos disuelto en el aceite al alcanzar

el equilibrio.




Estas concentraciones fueron obtenidas a partir de la resta entre el contenido puro
de solidos (SFCneat) y el contenido maximo de solidos (SFCmax) segun Ecuacion
5y observados en Tabla 4.

Se puede observar que estos resultados confirman lo que muestran estudios previos
(Santos, Santos, & Souza, 2005), (Small, 1966), (Gunstone, Harwood, & Dijkstra,
2007) que apoyan que la viscosidad del aceite en un sistema graso en cristalizacién
va a ser similar a aquella del aceite mas los cristales desarrollados, es decir, del

sistema graso completo cristalizando.

Esto indica también, que los cristales disueltos en el aceite no resultan en un
aumento en la viscosidad del sistema graso, lo que permite utilizar los datos de
viscosidad del aceite de soya y del aceite de girasol alto oleico para el desarrollo de

los gréaficos de trayectoria de fases (Figura 8).

La nucleacién y el crecimiento de cristales en sistemas grasos esta influenciado por
muchos factores, entre ellos la composicion molecular y todos aquellos involucrados
en las condiciones de cristalizacién (temperatura, tasa de enfriamiento, difusion,
agitacion) (Santos, Santos, & Souza, 2005). Entre estos factores, el doctor A.
Marangoni propone que la viscosidad, junto con la diferencia de potencial quimico
de supersaturacion, son las variables que dominan la cristalizacion y por ende, la
microestructura final obtenida y caracteristicas funcionales, (Marangoni A, The pase

space of fat crystallization, 2015).

) SFCmax
Concentracion SFCen
_ SFCneat Enf. Enf. »
Sistema Hardstock Ts _ solucion
[%] Répido |Lento
[%p/p] [%]
[%] | [%]
PS-SO 40 24.35 |20°C| 12,58 |10.01| 13,06
FHSO-
20 19.84 |40°C| 10.98 |11.36 8,67
HOSFO
FHSO-SO 20 19.84 |30°C| 16.44 |15.36| 3,94

Tabla 4: Contenido de solidos del hard-stock y el maximo obtenido después de alcanzado el

equilibrio.




Debido a que la difusibn molecular y de aglomerados de cristales esta relacionada
fuertemente con la viscosidad (Rao, 1999), junto con que la agitacion no afectara la
viscosidad del medio liquido por ser un fluido newtoniano (Diamante & Lan, 2014) y
agregando también que la viscosidad depende directamente de la temperatura
(Abramovi¢ & Klofutar, 1998), (Rao, 1999), es que en este trabajo se considera a la

viscosidad como una variable que controla la cristalizacion.

Es interesante destacar que estudios previos realizados por Dr. Michael Ojovan y
colaboradores, establecieron una relaciéon entre la viscosidad, la temperatura y los
parametros termodinamicos de materiales cristalinos, pudiendo determinar estos
parametros cuantitativamente a través del modelo de Doremus (Ojovan, Travis, &
Hand, 2007). Estos resultados fundamentan también el uso de la viscosidad como
variable que influye en los cambios termodinamicos que involucran la cristalizacion

de un sistema graso.

Cabe destacar, los datos de viscosidad, fueron utilizados para construir los graficos
de trayectorias de fase mostrados en Figura 8. Ademas mediciones de viscosidad
se realizaron solo para el rango de temperaturas en el cual cristalizaron los

respectivos sistemas grasos.
9.5 Cinéticas de cristalizacién y trayectoria de fases.

El comportamiento en la cristalizacion de un sistema graso puede ser explicado a

través de sus diagramas de fase.

Y se vio que el papel de la viscosidad en la cristalizacién de un sistema graso y
coémo el uso de este parametro facilmente medible puede darnos informacién de la

dinAmica de cristalizacion.

Si bien la viscosidad influye fuertemente en la difusion y el crecimiento cristalino, el
sistema graso no cristalizara si no hay una diferencia en concentraciones entre el
soluto (en nuestro caso, los TAGs con mayor punto de fusién, llamados “hardstock”)
y el liquido (el aceite ocupado), lo cual en una solucion es llamado la

supersaturacion, que es la fuerza motriz de la cristalizaciéon cuando un sistema




graso es estudiado como una solucién de dos fases (Marangoni A. , The pase space

of fat crystallization, 2015).

La supersaturacion, obtenida a partir del contenido de solidos de los sistemas
grasos, segun ecuaciones 4 y 5, permite la obtencién del pardmetro termodindmico

de la diferencia de potencial quimico de supersaturacion.

Como se puede observar en las siguientes ffiguras, se propone que el estado

dinamico de un sistema graso es influenciado directamente por la supersaturacion




y la viscosidad. Estos resultados de diferencia de potencial fueron graficados con

respecto al tiempo y con respecto a la viscosidad, observados en las Figuras 8y 9,

mostradas a continuacion.
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Figura 8: Cambio en el potencial quimico de
supersaturacion versus el tiempo (min) para los
sistemas grasos 40/60% PS-SO (A), 20/80% FHSO-
HOSFO (B) y 20/80% FHSO-SO (C) en ambas tasas de
enfriamiento.
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La Figura 8, representa las cinéticas de cristalizacion de los tres sistemas grasos
investigados, mostrando el cambio en el potencial quimico de supersaturacion a

cada punto en el tiempo.

Cada valor de potencial quimico, corresponde a una temperatura T, correlacionada

a una viscosidad y un tiempo t.

El cambio en el potencial quimico de supersaturacion debe ser entendido como la
energia disponible del sistema para cristalizar (Marangoni, et al., 2012), entonces
una baja en el cambio de potencial quimico significa una pérdida de energia del
sistema, relacionado con un incremento en el contenido de solidos. Esto se observa
al comparar las curvas de contenido de solidos extraidas de la Figura 3 e
introducidas en el segundo eje de la Figura 8 con la diferencia en el potencial

quimico observada en el primer eje.

Se puede observar en la Figura 9 que todos los sistemas comienzan con un cambio
en el potencial quimico de supersaturacién positivo para tiempo cero, que varia
segun el sistema graso utilizado, entre +2 y +4 [kJoules/mol], este cambio en el
potencial tiene un tiempo de induccién antes de disminuir para el enfriamiento lento,
en cambio, para el enfriamiento rapido comienza a disminuir apenas comienza la

cristalizacion.

Los tiempos de induccidn observados para todos los sistemas grasos con la tasa de
enfriamiento lenta, se justifican de acuerdo a las observaciones realizadas para el
contenido de solidos, que en resumen, son efecto de una mayor organizacion
estructural de los TAG, provocando cinéticas mas lentas en su cristalizacion (Toro-
Vazquez, Dibildox-Alvarado, Herrera-Coronado, & Charo-Alonso, 2001). Ademas,
al observar la Figura 4, se nota una relacion inversamente proporcional al contenido
de solidos en el tiempo t con respecto al cambio, en el potencial quimico obtenido

en la Figura 8.

Cabe destacar, que el valor inicial en el cambio del potencial quimico de
supersaturacion depende del contenido de solidos puro (SFCneat) y del maximo en
equilibrio (SFCmax), los cuales varian segun el hardstock y la tasa de enfriamiento




utilizados, respectivamente. Estos valores se observan en la Tabla 4. El potencial
quimico esta determinado por la naturaleza de las sustancias y de los parametros
que caracterizan las condiciones de los alrededores del componente, y como se
indic6 anteriormente, el contenido de solidos depende de los TAGs que lo
componen (Toro-Vazquez, Dibildox-Alvarado, Herrera-Coronado, & Charo-Alonso,

2001) y las condiciones de cristalizacion (Campos, Narine, & Marangoni, 2002).

A partir de la misma Tabla 4 se puede notar una diferencia de al menos 2 puntos en
el contenido de solidos maximos en equilibrio obtenido para el sistema FHSO-SO,
en comparacion con el sistema FHSO-HOSFO, teniendo ambos el mismo
hardstock, pero un Ase diferente en 10 grados (Tabla 4), siendo menor para el
sistema FHSO-HOSFO.

Estas diferencias explican un cambio en el potencial quimico mayor para el sistema
FHSO-SO, debido a que como se menciond anteriormente, una mayor cercania
entre la temperatura del sistema y la temperatura de fusion del sistema graso,
implica una mayor supersaturacion del sistema, traducido en una mayor diferencia

en el cambio en el potencial quimico de supersaturacion.

Si bien en Figura 3 se observaba un peak en el contenido de sélidos para los
sistemas grasos FHSO-HOSFO y FHSO-SO, en la Figura 8 se observa un minimo
en el cambio del potencial quimico de supersaturacion. Este minimo se pronuncia

mas aun en el enfriamiento rapido.

Se debe entender, que un cambio en el potencial quimico de supersaturacion
negativo (Auss), nos indica que el sistema graso ha perdido toda su energia que
promueve la cristalizacion del sistema graso, esto se debe a la menor diferencia en
solubilidades entre la solubilidad al tiempo t y la solubilidad del sistema en equilibrio,
junto a las limitaciones de una mayor viscosidad, resultantes en una menor difusion

de los cristales a los centros de nucleacion, con tasas de nucleacion mas bajas.

Este Auss negativo ocurre a los pocos minutos de cristalizacion para los sistemas
FHSO-HOSFO y FHSO-SO, mientras que para el sistema PS-SO, se mantiene

positivo durante toda la cristalizacion.




Al analizar la Ecuacién 4, se observa que un Auss negativo es resultado de un
contenido de solidos al tiempo t, mayor al contenido de solidos méaximo alcanzado
en equilibrio. Esto quiere decir que, alcanzado un peak en el contenido de solidos,
el cual para los sistemas FHSO-HOSFO y FHSO-SO es alcanzado en los primeros
20 minutos de cristalizacion, luego existe una disolucidon progresiva de cristales al

medio liquido mientras se alcanza el equilibrio.

El Apss evoluciona a medida que el crecimiento cristalino procede, y la fase liquida
se vuelve menos supersaturada. Esta reduccion en la supersaturacion resulta en
una estabilidad para los cristales mas grandes, y los mas pequefios, que en un
principio se formaron en un estado metaestable (Fouber, Dewettinck, &
Vanrolleghem, 2003), retornaran al estado liquido o a la solucion, al no haber
alcanzado el radio critico requerido para su formacion en un cristal estable
(Marangoni A. , 2012), estos cristales solubilizados reflejan la disminucion del
contenido de sélidos y el aumento progresivo del cambio en el potencial quimico de

supersaturacion hasta llegar a cero (Rousset P. , 2002).

Finalmente, una vez obtenido un Apss igual a cero, indica que el sistema graso ha
alcanzado el equilibrio, lo cual se traduce en una forma cristalina estable, un
contenido de solidos finales y una estructura definitiva a esas condiciones de

presion y temperatura.

Si bien, las cinéticas de cristalizacion observadas en Figura 8, entregan informacién
sobre como varia la fuerza motriz de la cristalizacion con respecto al tiempo para
los diferentes sistemas y tasas de enfriamiento, esta figura no entrega informacién
sobre la trayectoria de fase en cada punto de tiempo, en cambio, la Figura 9 si, al
involucrar la viscosidad en el eje X, estando ésta relacionada a una temperatura y

contenido de solidos especifico.

A diferencia de los estudios realizados por el Fisicoquimico Philippe Rousset,
presentados en el capitulo “Modelando las cinéticas de cristalizaciéon de

triacilgliceroles”, quien presentd el modelamiento de triacilgliceroles mediante una
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trayectoria de Tiempo, Temperatura y Trayectoria, llamados, curvas de TTT, los
graficos mostrados en la Figura 9, involucran al tiempo no directamente en las
curvas de trayectoria de fase, usando al cambio en el potencial quimico de
supersaturacion y la viscosidad como aquellas variables que definiran la trayectoria
de fase del sistema graso (Rousset P. , 2002) (Rousset & Rappaz, 1996) (Marangoni
A., 2015).

Cabe resaltar que la supersaturacion es el parametro mas decisivo para los
procesos de cristalizacion, esta muestra una tremenda influencia en los
mecanismos ocurriendo durante el desarrollo de cristales, aglomeracion,
agregacion, primera y secundaria nucleacion (Léffelmann & Mersmann, 2002). Por
lo que las caracteristicas finales del sistema, como, morfologia del cristal y
distribucion de los cristales del sistema graso, si pueden ser definidas mediante la
medicion y control de la supersaturacion durante el completo proceso de

cristalizacion.

La Figura 9 muestra el cambio en el potencial quimico de supersaturacion de
acuerdo al cambio en la viscosidad. Las curvas comienzan con una diferencia de
potencial quimico positiva la cual se mantiene casi recta a medida que la viscosidad
del sistema disminuye para todos los sistemas y tasas de enfriamiento. Esto hasta
un punto en el cual el cambio en el potencial quimico decrece drasticamente. Este
punto critico, se puede entender como el punto en el cual el sistema pierde toda su
energia, y esto ocurre a una viscosidad critica, cuya viscosidad se propone, sera
caracteristica de cada sistema, a las condiciones de cristalizacién aplicadas (tasa
de enfriamiento, temperatura de cristalizacion del sistema, composicién quimica de
sus TAG).

Cabe recordar que cada punto de viscosidad esta relacionado con un punto en el

tiempo y una temperatura especifica.




En el segundo eje de la Figura 9, esta graficada la temperatura, asi se puede
observar facilmente a que temperatura, se alcanzo la viscosidad critica en cada

sistema.
Las viscosidades criticas observadas fueron tabuladas en la Tabla 5.

En base a los resultados obtenidos, se propone gque este punto de cambio drastico
en el potencial quimico tiene que ver con la cantidad de grasa cristalizada a ese
punto de tiempo y temperatura, donde a partir de ese punto, la alta viscosidad
disminuye drasticamente la nucleacion de los cristales, debido a una difusiébn mas

dificultada por la alta viscosidad.

Observando la Figura 9 y la Tabla 5, se observa que la disminucién en el cambio
del potencial quimico fue siempre a una mayor viscosidad para el enfriamiento
rapido que para el lento. Una mayor viscosidad es obtenida para el enfriamiento
rapido debido a la morfologia de los cristales formados, los cuales son mas
pequefios y en mayor numero (Toro-Vazquez, Dibildox-Alvarado, Herrera-
Coronado, & Charo-Alonso, 2001), adsorbiendo mayor cantidad de grasa liquida en
la superficie de estos, conllevando a un aumento en la viscosidad del medio liquido
(Boudreau & Saint Amant, 1985), esto se relaciona con las discusiones de la Figura
3 que muestran el cambio en el contenido de sélidos en el tiempo. Mas analisis

sobre las estructuras formadas es realizado en las proximas paginas.

Enfriamiento rapido Enfriamiento lento

_ Viscosidad Viscosidad
Sistema graso N T° [°C] N T° [°C]

critica [Pa*s] critica [Pa*s]
40/60% PS-SO 0.060 20.5 0.053 23.72

20/80% FHSO-
0.034 41 0.029 45.55
HOSFO

20/80% FHSO-SO 0.044 31.95 0.031 36.85

Tabla 5: Viscosidades criticas y sus temperaturas




Ademas, se observa en la Figura 9, que se alcanza un minimo en el cambio en el
potencial quimico de supersaturacion a cierta viscosidad, el cual es alcanzado muy
cerca de la maxima viscosidad para todos los sistemas grasos y tasas de
enfriamiento. En este minimo, el sistema ha perdido todo su potencial de
supersaturacion. Mas estudios son necesarios para determinar si lo que lleva al
cambio en el potencial quimico de supersaturacion a cero, es un reordenamiento en

la estructura de los cristales formados, lo cual es lo que se propone en este estudio.

En base a las caracteristicas presentadas para variable, se propone que el estado
de nuestro sistema estara definido por estas dos variables, siendo la difusion
inversamente proporcional a la viscosidad, y la supersaturacion definida por el
cambio en el potencial quimico de supersaturacion, sin embargo, mas estudios son
necesarios para observar si para una misma trayectoria de fase, se obtendran

mismas morfologias de cristales.

Con el fin de obtener informacién sobre los cristales desarrollados para cada
trayectoria de fase, es que se caracterizd la microestructura de los cristales
formados.

9.6 Microestructura y dimensiones fractales

Como se ha indicado anteriormente, un sistema graso comestible es formado por
una red grasa cristalina compleja jerarquizada en diferentes niveles de estructuras,
desde los componentes moleculares (Triacilgliceroles), hasta conformar la grasa a
granel (Peyronel, Acevedo, & Marangoni, 2010). La microestructura de un sistema
graso puede variar desde 0.5 a 200 um, y tiene una enorme influencia sobre las
propiedades macroscopicas de la red (De Man & Beers, 1987).

La observacion visual proporciona informacién sobre la densidad, la morfologia y
la tasa de crecimiento de los granos, siempre que sean distintos y suficientemente

grandes bajo el microscopio (Campos R. , 2005).

Los resultados para la microestructura de los cristales formados fueron obtenidos

mediante microscopia por luz polarizada para los 3 sistemas estudiados a sus




respectivas tasas de enfriamiento, y se observan en la Figura 10 a una

magnificacién de cuarenta veces (40x)

La forma de los cristales obtenidos para todas las muestras fueron esferuliticas, lo
cual es normal al ocurrir con supersaturaciones sobre 0.5, lo cual es el caso para

las tres muestras a ambas tasas de enfriamiento (Skoda & van der Tempel, 1967).

Una esferulita es un agregado hecho por muchas lamelas que crecen radialmente
desde el mismo nucleo central (deMan & deMan, 2002). Cada una de estas lamelas
pueden extenderse en ramas hacia fuera cuando el tamafio de las esferulitas
incrementa, lo que ocurre al realizarse el enrfiamiento lento. Moleculas liquidas son
incorporadas perpendicularmente a estas lamelas, lo que también es observado en

otros estudios (Boudreau & Saint Amant, 1985).

Para la tasa de enfriamiento rapida (Imagenes A, C y E de la Figura 10), las
microestructuras obtenidas mostraron cristales mas pequefios para todos los
sistemas grasos. Por el contrario, para las tasas de enfriamiento lentas (Imagenes

B, Dy F de la Figura 10), los cristales fueron mas grandes.

Como se ha indicado anteriormente, debido a que la transferencia de calor es
mucho mas rapida para la tasa de enfriamiento rapida, la nucleacién toma lugar en
un corto periodo de tiempo, con formacion instantanea de un gran numero de
nucleos. Esta cristalizacion rapida es acompafiada por un rapido incremento en
viscosidad, asi limitando difusiébn molecular y crecimiento cristalino (Dibildox-
Alvarado & Toro-Vazquez, 1998), resultando en un gran numero de cristales con un

tamafio mas pequefio.

Es interesante observar también, que al comparar el polimorfismo obtenido (Figura
5), se nota que para el sistema PS-SO en tasa de enfriamiento lenta, cuyo
polimorfismo fue en ', se obtuvo un mayor nimero de cristales que para los otros

sistemas grasos, con una mayor ocupacion de espacios vacios.




Figura 10: Imagenes obtenidas por microscopia de luz polarizada para los sistemas grasos 40/60%
PS-SO wb (A), in (B); 20/80% FHSO-HOSFO wb (C), in (D) y 20/80% FHSO-SO wb(E), in (F)




Observando la Figura 9 y 10 y comparando las viscosidades criticas obtenidas con
las estructuras formadas en tabla 5, se nota que aquellos sistemas que obtuvieron
una viscosidad critica similar, obtuvieron cristales de formas similares. El analisis
presentado es solo cualitativo, pero se justifica con los valores de dimension fractal

obtenidos en Tabla 6.

Con el fin de cuantificar la distribucidon de los cristales en el espacio, se analizaron

las imagenes, por medio de dimensiones fractales.

Las dimensiones fractales han sido usadas para la caracterizacion de la distribucion
espacial de masa en redes grasas cristalinas (Marangoni A. , 2005), bajos valores
de dimension fractal son indicativos de estructuras de baja densidad o mas abiertas,
por el otro lado, altos valores de dimension fractal reflejan una estructura mas

abierta o de alta densidad (Ver Anexo 2).

Durante el analisis, se verificO que las imagenes estuvieran en la correcta
magnificacion, debido a que hay algunas escalas donde los aglomerados de grasa
no son fractales. En el estudio, dos magnificaciones fueron usadas, x20 y x40, se
mantuvo una relacién similar para los valores de Db entre enfriamiento lento y rapido
para ambas magnificaciones, lo que indica que para estos sistemas grasos, los

cristales fueron fractales no importando la magnificacion usada.

Cabe destacar que las imagenes seleccionadas en Figura 10, fueron aquellas que
tenian el valor de dimension fractal mas cercano al promedio calculado para cada

sistema graso, este determinado mediante conteo por cajas (Db)

Al observar Tabla 6, podemos notar que como las microestructuras obtenidas al
utilizar una tasa de enfriamiento lenta tienen mas espacios vacios, es consistente
que para esta tasa, se hayan obtenidos Db mas bajos que para la tasa de

enfriamiento rapida, lo que se observa para los sistemas D y F.




Magnificacion

x40 x20

Ts (°C) | Enf. rapido | Enf. lento | Enf. rapido | Enf lento
Db 1.79 1.82 1.72 1.77

40%PS- 2
0%PS-S0 0 SD 0.06 0.02 0.13 0.04
20%FHSO- 40 Db 1.69 1.57 1.77 1.66
HOSFO SD 0.05 0.05 0.02 0.04
Db 1.90 1.73 1.84 1.76

20%FHSO-

0%FHSO-SO 30 SD 0.03 0.03 0.05 0.04

Tabla 6: Dimensiones fractales y sus magnificaciones para dos diferentes tasas de enfriamiento.

Db: Dimensién fractal por conteo de cajas, SD: Desviacion estandar

La similitud entre los valores de Db para el sistema 40-60% PS-SO (imagenes A y
B), existe debido a que las microestructuras obtenidas para la tasa de enfriamiento
lenta fueron similares a aquellas obtenidas para la tasa de enfriamiento rapida, sin
mostrar diferencias significativas entre las muestras a las diferentes tasas de
enfriamiento usadas. Cabe destacar que para este sistema, hubo una diferencia de

polimorfismo, siendo B’ para la tasa de enfriamiento rapida y 8 para el enfriamiento

lento.

Cbomo se ha visto en otros trabajos de investigacion, una mejor correlacion entre las

imagenes obtenidas y los valores de dimensién fractal se puede obtener analizando

los valores de dimensién fractal mediante analisis reologicos.




10. Conclusiones

La viscosidad y el cambio en el potencial quimico de supersaturacion, afectan
directamente el estado termodinamico de un sistema graso y por lo tanto permiten
analizar a través de graficos de trayectoria de fases, las condiciones de

cristalizacion del sistema graso.

La viscosidad del medio liquido es un parametro que controla la difusion de cristales

en la cristalizacion del sistema graso.

Los valores de dimension fractal, son una buena herramienta para cuantificar el tipo

de microestructura obtenida.

Los gréficos de trayectoria de fases son una excelente herramienta para en un solo
grafico, describir el comportamiento de cristalizacién, sin embargo, mas estudios
son necesarios para probar si a trayectorias de fase iguales, se obtendra misma

morfologia.




11. Resultados futuros

Estudios mas profundos se deben realizar, especificamente, algun estudio donde
se cambie la viscosidad de los sistemas afectando la nucleacion, bajo las mismas
temperaturas de cristalizacion y subenfriamiento, esperando obtener una

microestructura diferente.

Seria interesante también, poder cambiar la viscosidad del aceite sin necesidad de
cambiar composicion, si no, cambiar la dinamica de enfriamiento del liquido,
haciendo calzar su trayectoria de fase con alguna de las presentadas en este
estudio. En este caso, son aplicables los conocimientos actuales en oleogeles,
donde podria afiadirse cierta cantidad de algin componente que aumente la
viscosidad del medio liquido para desarrollar diagramas de trayectoria de fases

similares a los obtenidos.

Actualmente, a la fecha de la publicacion de esta memoria de titulo, el Laboratorio
de Grasas y Aceites de la Universidad de Guelph, se encuentra trabajando en lo

anteriormente sefalado.




12. Nomenclatura

Para facilitar la lectura se utilizaran las siguientes nomenclaturas:

FHSO: Aceite de soya Full Hidrogenado

PS: Estearina de palma

SO: Aceite de soya

HOSO: Aceite de girasol alto oleico

Hardstock: Grasa con altos puntos de fusion (sélida a temperatura ambiente)
TAGs: Triacilgliceroles

SFC: Contenido de solidos [%)]

DSC: Calorimetria diferencial de barrido

NMR: Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
PLM: Microscopia de luz polarizada

Db: Valor de dimension fractal por conteo de cajas.

Auss: Variacion en el potencial quimico de supersaturacion.
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14. Anexos

Anexo 1: Jerarquia estructural en una red cristalina de un sistema graso (Peyronel, Acevedo, &
Marangoni, 2010)
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Anexo 2: Determinaciéon de dimensiones fractales por Conteo de cajas
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El esquema anterior muestra como se determina el valor de la dimension fractal
mediante microscopia de luz polarizada usando el método de conteo de cajas de
particulas. Una imagen en escala de grises (A) de la red de cristal graso se invierte
en colores, obteniendo (B). En esta imagen, mediante uso de software, se cuenta el
ndamero de particulas de cristal dentro de las cajas de tamafios de tamafos
crecientes colocados sobre la imagen de umbral (C). La dimension fractal seréa la
pendiente de la grafica (D) del logaritmo del nimero de particulas (Np) en funcién
del tamafo de la caja (R) (Marangoni A. , The nature of fractality in fat crystal
networks, 2005).




Anexo 3: Microscopia con placa enfriadora

Anexo 4: Ley de Bragg dice que dos ondas estan en fase si las longitudes de
camino

Rayos X incidentes, con una Rayos X difractados
longitud de onda A

A= 2 d sin(6)
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