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RESUMEN

Se investigd el comportamiento de fase de monoacilgliceridos (MG)
durante el desarrollo de oleogeles en aceite vegetal (VO) y aceite mineral
(MO) empleando difraccion de rayos X, calorimetria diferencial de barrido
y reologia. Durante la oleogelacién en VO y MO los MG con cadenas
alifaticas entre C16 y C22 desarrollaron las mismas transiciones de fase
que en su estado puro (ej. La, sub-a4, y sub-a2), mientras que C14
desarrollé unicamente la La y sub-a1. Las diferencias en los diagramas de
fase en VO y MO se asociaron a la solubilidad de los -OH de los MG en
funcién de la concentracion del MG y la polaridad relativa del aceite. Por
primera ocasién se demostré6 que C16 desarrolla, en forma pura y en
solucion en VO y MO, la fase sub-a2. Independientemente del tipo de
aceite, C16 a C22 cristalizaron monoclinicamente, siendo la inclinacion de
la cadena alifatica indispensable para el desarrollo de la fase sub-az. Los
diagramas de fase de mezclas binarias de C18 con C14, C16 y C22
indicaron que, en ambos aceites, los MG desarrollaron una fase La mixta.
En las mezclas binarias, la temperatura de transicion de sub-a mostré un
comportamiento eutéctico, particularmente evidente en C18:C16 vy
C16:C22. Los oleogeles formulados con las concentraciones de MG en el
punto eutéctico alcanzaron la mas alta elasticidad, comportamiento
asociado a una menor eficiencia de empaque molecular entre las cadenas
alifaticas de los MG, lo que favorecié la retencion de aceite y el

subsecuente incremento en elasticidad del oleogel.

Palabras clave: Monoacilglicérido, Diagramas de fase, Oleogel.
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ABSTRACT

The phase behavior of monoacylglycerides (MG) during the development
of oleogels in vegetable oil (VO) and mineral oil (MO) was investigated
using X-ray diffraction, differential scanning calorimetry, and rheology.
During oleogelation in VO and MO, the MGs with aliphatic chains between
C16 and C22 exhibited the same phase transitions as in their pure state
(e.g., La, sub-a1, and sub-a2), while C14 only developed La and sub-a1.
The differences in the phase diagrams obtained in VO and MO were
associated to the -OH solubility as a function of the MG concentration and
the oil’s relative polarity. For the first time, it was demonstrated that C16
develops the sub-a2 phase, both in pure form and in solution in VO and
MO. Independent of the type of oil, C16 to C22 crystallized monoclinically,
founding that the inclination of the aliphatic chain was essential for the
development of the sub-a2 phase. Phase diagrams of binary mixtures of
C18 with C14, C16, and C22 indicated that, in both oils, MG developed a
mixed La phase. In binary mixtures, the sub-a transition temperature
exhibited eutectic behavior, particularly evident in the C18:C16 and
C16:C22 mixtures. Oleogels formulated with MG concentrations at the
eutectic point achieved the highest elasticity, a behavior associated to
lower molecular packing efficiency achieved by the aliphatic chains of MG,

which favored oil retention and subsequent increased in oleogel elasticity.

Key words: Monoglyceride, Phase diagram, Oleogel,
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INTRODUCCION

Los aceites y grasas alimenticias se constituyen por mezclas de
triacilglicéridos (TAG), y en menor proporcion cantidades de acidos grasos
libres, fosfolipidos monoacilgliéridos (MG) y diacilglicéridos. El estado de
agregacion de los aceites y grasas en los alimentos depende de la
naturaleza de los acidos grasos esterificados a la molécula de glicerol que
constituye cada TAG.

En la industria alimenticia la obtencion de grasas sodlidas funcionales se
alcanza a través de la hidrogenacion parcial de los acidos grasos
insaturados presentes en los TAG. Sin embargo, el proceso de produccion
de aceites vegetales parcialmente hidrogenados trae consigo el desarrollo
de acidos grasos frans, que al ser ingeridos por el humano tienen un efecto
deteriorativo en la integridad de la membrana celular, en la produccién de
metabolitos bioldégicamente activos derivados de acidos grasos esenciales
[1,2], y en la proporcion entre las lipoproteinas de alta y baja densidad [3].
Adicionalmente, su consumo elevado es un factor limitante de la velocidad
de reaccion de la A6-desaturasa que convierte el acido a-linoleico en el
acido y-linoleico en el ciclo metabdlico de la serie de los w-6 [4].
Igualmente, las dietas altas en grasas frans se han relacionado con un
incremento en la incidencia del sindrome metabdlico [5]. De manera
relevante se ha observado el que la proporcidn entre las lipoproteinas de
alta y baja densidad ajustada por el porcentaje de energia proporcionada
por acidos grasos trans resulta en una mayor incidencia de enfermedades
cardiovasculares asociada al consumo de acidos grasos frans, en
comparacion a la observada por el consumo de acidos grasos saturados
[3].

En el contexto anterior, agencias de salud como la Organizacién Mundial
de la Salud y la Asociacion Americana del Corazéon establecieron
recomendaciones para limitar el consumo de grasas frans. Del mismo
modo, el gobierno danés establecio, en marzo del 2003, la orden 160 que
restringe la presencia de acidos grasos frans en productos alimenticios a
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no mayor de 2% [6]. Por otro lado, a partir de septiembre del 2008 Canada
establecié como ilegal el uso de grasas frans en alimentos producidos o
importados a ese pais [7]. Por su parte, la Food and Drug Administration
(FDA) establecié que a partir del 1° de Enero del 2006 todo producto
alimenticio vendido en los Estados Unidos de América deba indicar la
concentracion de acidos grasos frans en el panel de datos nutricionales
[8]. Igualmente, en 2013 la FDA determiné a las grasas trans como NO
“‘GRAS” y en Junio del 2020 oficialmente prohibié el uso de grasas trans o
aceites vegetales parcialmente hidrogenados en todos los alimentos
vendidos en EUA [9]. En lo que respecta a México, el Diario Oficial de la
Federacion de septiembre del 2012 indicé en la seccién 7.6.3.4.2 lo
siguiente: “El contenido de acidos grasos trans no sera superior al 3% del
contenido total de acidos grasos en las férmulas para lactantes y formulas
para lactantes con necesidades especiales de nutricion” [10]. A partir de
octubre del 2020 la NOM 051 de la Republica Mexicana hizo mandatorio
la inclusion del sello que indique en los productos alimentarios si el
contenido de acidos grasos trans es 1% o mayor. Todos estos factores,
han orillado a la industria de alimentos a nivel mundial para reducir o
incluso eliminar los acidos grasos frans en sus productos [11].

Remplazar los aceites vegetales parcialmente hidrogenados en los
productos alimenticios tiene diversas limitantes funcionales y tecnologicas
ya que el uso de grasas y aceites parcialmente hidrogenados proporciona
temperaturas de cristalizacion mas elevadas, seguido de una velocidad de
cristalizacibn mas rapida en comparacion con la mostrada por las
alternativas libres de acidos grasos frans. Adicionalmente, el proceso de
cristalizacién con aceites y grasas que contienen TAG-frans ha resultado
en el desarrollo redes cristalinas tridimensionales con propiedades
viscoelasticas que son requeridas para desarrollar una textura apropiada
en los sistemas alimenticios a base de lipidos, como son las grasas para

confiteria, las margarinas, las mantecas vegetales, etc. En contraste, la
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cristalizacién de formulaciones libres de TAG-frans resulta en productos
con una plasticidad, perfil de textura y estabilidad oxidativa muy limitadas.
Ante esta problematica se ha propuesto el desarrollo de nuevos sistemas
estructurados a base de aceites vegetales que, si bien tienen una
funcionalidad diferente a la proporcionada por las grasas con acidos
grasos frans, son igualmente atractivas para el desarrollo de productos
comestibles, asi como productos farmacéuticos y cosméticos.
Actualmente la industria alimentaria requiere nuevas y diferentes
estrategias para disminuir o evitar el uso de aceites vegetales parcialmente
hidrogenados y asi desarrollar productos alimenticios con baja
concentracion o libres de acidos grasos ftrans (ej, trans-free). Asi, se han
desarrollado estrategias alternativas al uso de grasas trans tales como la
hidrogenacion modificada, semillas modificadas genéticamente, inter-
esterificacion, fraccionamiento y mezcla, grasas y mantecas de origen
animal, aceites naturales saturados, y sustitutos grasos [12]. Una
estrategia propuesta es el emplear el auto-ensamble molecular que
efectuan ciertas moléculas en solventes no polares, como son los aceites

vegetales y minerales.

ANTECEDENTES

Los organogeles son sistemas coloidales bi-continuos que coexisten como
un solido micro-heterogéneo que inmoviliza a una fase organica liquida
[13], lo que resulta en el desarrollo de un sistema con propiedades
viscoelasticas y, en no pocas ocasiones, termorreversibles y tixotropicos.
Para su formacién se emplean moléculas de bajo peso molecular que, a
través de interacciones intermoleculares, resultan en el desarrollo de
micro-estructuras tridimensionales que proporcionan retencién de un
solvente organico (ej., aceite vegetal o aceite mineral) formando un

material con propiedades termo-mecanicas similares a las de las grasas
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sélidas, libres del uso de grasas con acidos grasos saturados o acidos
grasos frans.

En la nomenclatura vigente cuando el solvente empleado en el desarrollo
de organogeles es un aceite vegetal o mineral al sistema se le conoce
como oleogel.

Los gelantes de bajo peso molecular incluyen compuestos lipofilicos (ej.,
derivados del colesterol antraquinona [14], esteroles [15], n-alcanos
[13,16]) y ambifaticos (ej., lecitina [17], monostearato de sorbitan [18],
acidos grasos [19]) que, a través de un proceso de auto-ensamble
molecular termodinamicamente impulsado por el diferencial entre su
solubilidad en el solvente y su capacidad de establecer interacciones inter-
moleculares (auto-ensamble molecular) y en ocasiones intramoleculares,
desarrollan redes tridimensionales de estructuras fibrilares, cintas,
cilindricas, placas o aciculares que se encuentran entrelazadas de manera
aleatoria. Esta red tridimensional, estabilizada principalmente a través de
fuerzas no especificas de corto alcance (ej., puentes de hidréogeno, fuerzas
de dispersion de London y fuerzas de Van Der Waals), mantiene micro
dominios de fase liquida en un estado inmévil o de limitada fluidez,
principalmente a través de las fuerzas asociadas a la tension superficial
[16]. El resultado es un sistema con propiedades viscoelasticas que provee
de estructura a la fase liquida (ej., aceite vegetal o aceite mineral). Para
poner en contexto la eficiencia de la red tridimensional desarrollada a
través del autoensamble molecular, en el desarrollo de sistemas
comestibles untables a base de aceites vegetables se requiere la
cristalizacién, normalmente, de mas de 30% de los triglicéridos a fin de
retener y estructurar la fase liquida del aceite. En contraste, en el
desarrollo de un oleogel se requieren concentraciones del agente gelante
normalmente menores al 3%. Esto es debido a que la estructura
supramolecular desarrolla una gran area interfacial entre la fase sélida y
la liquida, lo que resulta en un cambio de fase de la fase liquida ocasionada
por una baja concentracion de gelante [20]. Por ejemplo, Unicamente se
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requiere 0.5% de cera de cascarilla de arroz o 2% de cera de candelilla o
de cera de carnauba para gelificar al aceite de oliva [21].

En el caso del monoglicérido comercial se requiere un minimo de 3.5% y
3% para gelificar aceite de cartamo alto en trioleina y aceite mineral,
respectivamente. Mientras que de lecitina comercial se requiere una
concentracion minima del 5% y del 4% para gelificar los mismos aceites
[22]. En general, las propiedades termo-mecanicas de los oleogeles son
el resultado de la combinacién de varios factores como, la proporcién de
fraccidn solida a liquida, el estado polimérfico de los cristales y la
organizacion micro-estructural de estos, incluyendo su forma y tamafo
[23].

Un ejemplo de moléculas empleadas en el desarrollo de oleogeles de
aplicacién industrial son los monoacilglicéridos (MG), los cuales son
moléculas formadas por un acido graso esterificado al grupo hidroxilo de
la posicion sn-1 del glicerol. Por lo anterior, son moléculas de caracter
ambifatico, por lo que desarrollan diversas formas de auto-ensamble
molecular tanto en estado puro como en solucion con solventes polares y
no polares. Las estructuras mas estudiadas de auto-ensamble molecular
desarrolladas por los MG son las que se forman en solucién acuosa,
siendo estas lamelas, micelas, organizaciones hexagonales vy
organizaciones cubicas [24-26]. Existen muchos menos estudios
enfocados al estudio del autoensamble de MG en solventes organicos,
incluyendo aceites vegetales y aceite mineral [27-30]. De los resultados de
estos estudios se concluye que la estructura desarrollada por los MGs
depende, esencialmente, de la polaridad relativa del solvente, la
concentracion del MG en el solvente (ej., aceite o agua), la longitud del
acido graso esterificado al MG, la composicion del MG (ej., MG puro,
mezcla de MGs como en los productos comerciales), y la presencia de
otros compuestos con actividad surfactante (ej. acidos grasos,
fosfolipidos) y el tiempo de almacenamiento [22, 27, 30-32]. En este
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contexto, las propiedades fisicas de las mesofases desarrolladas por los
MGs en agua o aceite (ej., vegetales o minerales) estan asociadas al
caracter hidrofébico de las cadenas alifaticas y a la elevada afinidad de los
grupos -OH por el agua y a su aversién a ambientes apolares (ej., aceite
vegetal o mineral) [20]. Asi, cuando los MG se disuelven a bajas
concentraciones en agua o solventes polares, las moléculas existen como
entidades individuales sin un orden estructural (ej., fase isotropica). A
medida que la concentracion de MG se incrementa y alcanza la
concentracion micelar critica, una disminucioén en la temperatura tiende a
asociar las cadenas hidrofébicas de los acidos grasos desarrollando
agregados esféricos [33] con un nucleo hidrofébico y una superficie polar
formada por los grupos —OH primarios y secundarios (ej., micelas). Un
incremento en la concentracion de MG resulta en un empaquetamiento
mas denso de los grupos de cabezas polares que lleva a un re-arreglo en
bicapas planas de MG apilados con moléculas de agua incorporadas entre
las cabezas polares (ej., lamelas) [34-35]. En contraste, el comportamiento
de fase de los MG en solventes hidrofobicos (ej., aceites vegetales y
minerales), el cual esta directamente asociado al desarrollo de oleogeles
de MG, ha sido poco estudiado [36]. En no pocas ocasiones, el
comportamiento de fase de los MG en solventes organicos, incluyendo
aceites vegetales, se asume que es similar al que ocurre en el agua. Sin
embargo, al disminuir la temperatura de soluciones de MG a bajas
concentraciones de MG (por abajo del 2% al 3%), los MGs desarrollan, a
partir de la fase isotropica, micelas con una organizacioén inversa (micelas
inversas). Esto es, se desarrollan agregados esféricos con un nucleo
polar-hidrofilico formado por los grupos —OH primarios y secundarios y una
superficie hidrofobica formada por las cadenas alifaticas del MG, como
seria lo esperado de un compuesto ambifatico en solventes organicos.
Estudios realizados por Loépez-Martinez et.al. [27], en soluciones de MG a
concentraciones mayores que la concentracion critica micelar (ej., 8%-

10%), indicaron mediante analisis calorimétricos que al disminuir la
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temperatura de las soluciones de MG, la fase apolar favorece la
organizacion, directamente de la fase isotropica, en bicapas de MG
organizadas de forma inversa a la observada en agua. En estas
estructuras lamelares inversas las “cabezas” hidrofilicas estan mas
empaquetada que en las estructuras lamelares desarrolladas en
soluciones acuosas. Esto, derivado de que, en las lamelas inversas, los
puentes de hidrogeno establecidos entre los grupos -OH de los MGs a
través de las bi-capas siguen un patron de organizacién diferente al de las
lamelas desarrolladas por los MG en agua (Fig. 1) [27,29]. Eventualmente,
este patron de interaccion por puentes de hidrégeno conlleva a la
cristalizacién de las “colas” alifaticas en el MG para desarrollar estados
polimdrficos mas estables (ej., sub-ay, eventualmente, la fase ) [37]. Esta
organizacion de las “cabezas” del glicerol dentro de las bi-capas es la
responsable de la oleogelacion de la fase lamelar inversa y es la que le

otorga propiedades elasticas a los sistemas de MG-aceite.
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Figura 1. Termogrdmas de enfriamiento/calentamiento de una disolucién de MG comercial al
8% en aceite vegetal alto en trioleina [tomado de la ref. 20].
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Al igual que en los sistemas agua-MG, la temperatura de cristalizacion y
fusion de las meso-fases desarrolladas por el MG, son dependientes de la
concentracion del MG. Sin embargo, en los sistemas aceite-MG existen
factores adicionales que afectan el auto ensamble del MG y la estabilidad
del sistema, como lo son el contenido de agua de los MG, el pH [29-30] el
tipo y concentracion del co-surfactante presente (ej., proporcién de 1-
mono-estearoil-glicerol a 2-mono-estearoil-glicerol; presencia de
fosfolipidos o acidos grasis) [22, 31,38] y las condiciones de tiempo-
temperatura de almacenamiento [29,39].

Durante el proceso de cristalizacién y desarrollo de organogeles a base de
mezclas de MG (ej., MG comerciales), se sabe que las “cabezas” polares
son las que termodindmicamente guian el auto-ensamble del MG
desarrollando La inversas en el solvente no polar. En este contexto, se
asume que las cadenas alifaticas no estan involucradas en el auto-
ensamble inicial de las moléculas de MG [37]. Sin embargo, no existen
datos experimentales reportados en la literatura que demuestren esto. En
lo referente al punto anterior, en un estudio realizado por Watanabe [38],
se demostré6 que en la micro-estructuracion de una mezcla de 1-
monopalmitoil glicerol (1-MPG) y 1-behenoil glicerol, se desarrolla una fase
La mixta que es estable a temperatura ambiente. Por otro lado, al estudiar
las diferencias calorimétricas y reoldgicas entre soluciones de 1-
monoestearoil glicerol puro (MSGP) y de una mezcla comercial a base
de1-monoestearoil glicerol y 1-monopalmitoil glicerol en aceite de cartamo
alto en trioleina, se observo que en el sistema con MSGP cristalizan las
fases La inversa, sub-a1 y sub-az, mientras que en el sistema a base del
monoglicérido comercial Unicamente se desarrollaron las fases La inversa
y la sub-a [27]. Si las cadenas alifaticas de los MG no estan involucradas
en el auto ensamble inicial de las moléculas en el aceite vegetal, el
diagrama de fases en la zona de temperatura (Fig. 2) de la transicion del
estado isotropico hacia la fase La inversa deberia de ser el mismo para los
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sistemas de MSGP y MSGC en aceite vegetal. Sin embargo, los resultados

obtenidos por Lopez et. al. [27] mostraron que esto no es asi, lo que indica

qgue el efecto de la solubilidad de la cadena hidrocarbonada en el solvente

no polar (ej., aceite vegetal) debe afectar el comportamiento del auto

ensamble en mezclas de MG. Evidentemente, esto tendria un efecto

significativo en el desarrollo de oleogeles a base de mezclas de MGs,

como las empleadas comercialmente tanto en sistemas alimentarios como

en productos cosméticos y farmacéuticos.
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Figura 2. Diagramas de fase para MSGP (A) y MSGC (B) en solucién (0.5 a 8% m/m) en aceite
vegetal alto en trioleina. Se describen las diferentes fases en funcion de la temperatura y
concentracion de MG [tomado de la ref. 27].
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JUSTIFICACION

Durante el proceso de cristalizacion y desarrollo de oleogeles a base de
mezclas de MG, se sabe que las “cabezas” polares son las que
termodinamicamente guian el proceso de auto-ensamble desarrollando
una fase La inversa en solventes apolares (aceite vegetal y/o aceite
mineral). En este contexto, se asume que las cadenas alifaticas no estan
involucradas en el auto-ensamble inicial de las moléculas de MG. Sin
embargo, resultados obtenidos en el laboratorio de Fisicoquimica de
Alimentos de la UASLP indican que la diferencia en la temperatura de
fusion y en la solubilidad, derivado de la diferencia en la longitud de
cadenas hidrocarbonadas presentes en mezclas de MG (ej., 1-
monoestearoil glicerol y 1-monopalmitoil glicerol), ocasiona que el MG de
menor solubilidad en el aceite vegetal es la que inicia el auto-ensamble,
siendo esta organizacion inicial (nucleos de La inversa) la que origina un
auto-ensamble adicional del MG de mayor solubilidad en el solvente. El
resultado de este proceso seria el desarrollo de una fase La inversa mixta.
Esto es, una fase La inversa estructurada por la interaccion molecular
entre MG con mayor semejanza estructural y solubilidad en el solvente no
polar. Es de esperar que la reologia, la capacidad de captacion de aceite
vegetal y la estabilidad termodinamica de la fase cristalina de los oleogeles
resultantes varien en funcion de la proporcion entre los MG constitutivos
de la lamela inversa.

En los MG comerciales existen predominantemente dos tipos de MG con
cadenas hidrocarbonadas de diferentes longitudes. Sin embargo, el efecto
de la solubilidad en el desarrollo de los oleogeles a base de mezclas de
MG no ha sido del todo investigado. La presente propuesta plantea
generar conocimiento basico en este aspecto utilizando,
predominantemente, técnicas termo-mecanicas y de rayos X. Es
importante el generar ciencia basica para el desarrollo de oleogeles
comestibles y oleogeles empleados por la industria cosmética y
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farmacéutica, que proporcionen alternativas para estructurar aceites

vegetales y minerales.

HIPOTESIS

En los MG comerciales existen predominantemente al menos dos tipos de
MG con cadenas hidrocarbonadas de diferentes longitudes, siendo el 1-
monoestearoil glicerol el MG predominante en la mayoria de las mezclas
comerciales. El diferencial en la temperatura de fusion y, por lo tanto, en la
solubilidad de cada MG en el aceite vegetal, resultaria en el desarrollo de
una fase La inversa mixta que finalmente estructurara el aceite vegetal al
desarrollar la estructura sub a. Es de esperar que la reologia, la capacidad
de captacién de aceite vegetal y la estabilidad termodinamica de la fase
cristalina varien en funcién de la proporcion entre los MG constitutivos de

la lamela inversa y que finalmente es la que desarrolla el oleogel.

OBJETIVOS

Mediante el desarrollo de los diagramas de fase de MG saturados puros y
en mezclas binarias establecimiento, evaluar el efecto de las cadenas
alifaticas de los MGs en el desarrollo de las fases La, sub-a1, y sub-a2 en
aceite vegetal y mineral. Los sistemas modelo a emplear consideraran el
uso de soluciones puras de C14, C16, C18, C20 y C22, asi como mezclas
binarias de MGs donde el 1-monoestearoil glicerol (C18) se mentendra
como el MG preponderante, evaluando el efecto de la presencia de MG
con cadenas hidrocarbonadas de mayor (C22) y menor longitud de cadena
(C14, C16) en el desarrollo de las fases La, sub-a1, y sub-ao, y de los

oleogeles correspondientes.

Para lograr el objetivo general se planted de manera especifica:
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. Evaluar el desarrollo de las fases de cristalizacion y fusién de los
MG puros, y en solucion en aceite vegetal y aceite mineral, a fin de
establecer el intervalo de concentracion de cada MGG a emplear
en la investigacion.

. Con las condiciones establecidas en el objetivo 1, determinar para
cada MG, el perfil reologico durante el proceso de oleogelacién de
soluciones MG-aceite.

. Estudiar el efecto de la diferencia en longitud de la cadena
hidrocarbonada en el de desarrollo de las diferentes fases (ej., La,
Sub-a1 y Sub-02) tanto en sistemas puros de MG (ej., C14, C16,
C18, C20, C22), como en mezclas binarias de C18 - C14, C18-C16
y C18 — C22. Esto tanto empleando como solvente aceite vegetal y
aceite mineral.

. Con base a los resultados obtenidos en el punto 3, establecer los

diagramas de fase de los MGs en cada tipo de aceite.
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