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RESUMEN

Se estudio el comportamiento cristalino y las propiedades térmicas y de
estructura de la manteca de cacao, grasas equivalentes ISC80 e ICB50 y grasas
sustitutas CBSNH85 y CBSLS75 durante la cristalizacion dinamica e isotérmica.
Utilizando calorimetria diferencial de barrido, resonancia magnética nuclear,
difraccion de rayos X y microscopia de luz polarizada, se investigaron los efectos
de la composicion de triacilglicéridos (TAGs), velocidades de enfriamiento de
2.5, 5y 10 °C/min y cinco temperaturas de cristalizacion isotérmica hibrida. Los
resultados mostraron que, en la cristalizacién dinamica, la velocidad de
enfriamiento y la composicion de TAGs influyeron en los patrones de
cristalizacién. Las grasas sustitutas, especialmente CBSNH85, lograron
mayores valores de contenido de sdlidos grasos (SFC) a temperaturas mas altas
en comparacion con la MC vy las grasas equivalentes. CBSNHS85, rica en TAGs
trisaturados, cristalizé mas rapidamente en el proceso isotérmico, con tiempos
de induccion de 2 a 14 minutos y una constante de Avrami notablemente alta,
indicando una cristalizacién esferulitica. En términos de polimorfismo, la MC y
las grasas equivalentes presentaron los polimorfos a y B con baja sensibilidad
a la velocidad de enfriamiento, mientras que las grasas sustitutas mantuvieron
predominantemente la forma B°. Velocidades de enfriamiento altas redujeron el
SFC y afectaron la densidad cristalina, siendo mayor a menores velocidades de
enfriamiento y temperaturas de cristalizacion mas altas. Finalmente, se observo
que la velocidad de crecimiento de los cristales disminuy6 con el aumento de la
velocidad de enfriamiento y varido con la temperatura, siendo mas alta a

temperaturas de cristalizacién menores.

Palabras clave: Cristalizacion; Manteca de cacao; Grasas sustitutas; indice de

Avrami; Velocidad de enfriamiento.
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ABSTRACT

The crystalline behavior and thermal and structural properties of cocoa
butter, equivalent fats ISC80 and ICB50, and substitute fats CBSNH85 and
CBSLS75 were studied during dynamic and isothermal crystallization.
Differential scanning calorimetry, nuclear magnetic resonance, X-ray diffraction,
and polarized light microscopy were used to investigate the effects of
triacylglyceride (TAGs) composition, cooling rates of 2.5, 5 y 10 °C/min, and five
hybrid isothermal crystallization temperatures (Tc). The results showed that, in
dynamic crystallization, both the cooling rate and the composition of TAGs
influenced the crystallization patterns. Substitute fats, particularly CBSNH85,
achieved higher solid fat content (SFC) values at higher temperatures compared
to cocoa butter (MC) and equivalent fats. CBSNHS85, rich in tri-saturated TAGs,
crystallized more rapidly in the isothermal process, with induction times ranging
from 2 to 14 minutes and a notably high Avrami constant, indicating spherulitic
crystallization. Regarding polymorphism, MC and equivalent fats exhibited a and
B° polymorphs with low sensitivity to cooling rate, whereas substitute fats
predominantly maintained the " form. High cooling rates reduced SFC and
affected crystalline density, which was higher at lower cooling rates and higher
temperatures. Finally, crystal growth rates decreased with increasing cooling

rates and varied with temperature, being higher at lower temperatures.

Keywords: Crystallization; Cocoa butter; Substitute fats; Avrami index; Cooling

rate.
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1. MARCO TEORICO

1.1.Cristalizacion de grasas

El proceso de cristalizacion de grasas y aceites comestibles desempefia
un papel crucial en distintos aspectos de la ciencia de los alimentos, el desarrollo
de productos y la percepcion sensorial (Afoakwa, 2016). Para fabricantes,
investigadores y consumidores, la comprension de este fendmeno es esencial,
ya que tiene una gran influencia en aspectos como la textura, estabilidad y
calidad general de diversos productos alimentarios, como el caso particular de
los chocolates, en los que un adecuado proceso de cristalizacién contribuye a
que los cristales formados en la manteca de cacao (MC) brinden la apariencia
deseada en el producto final (buen brillo, fracturabilidad y estabilidad) (Rye y
col., 2005; Beckett, 2008; Metin y Hartel, 2020). La cristalizacion se define como
la transicion de una fase liquida a una sdlida en la que se forman cristales sélidos
de grasa dentro de una matriz lipidica, proceso que puede realizarse desde una
solucion o un estado fundido (Sato, 2001; De Graef et al., 2008; Hondoh et al.,
2018; Peyronel et al., 2018). Existen diversos factores que afectan esta
transicion liquido-sélido tales como la composicion de la grasa, temperatura,
velocidad de enfriamiento, viscosidad y la presencia de impurezas o aditivos, y
es, mediante la manipulacion de estas variables, que se pueden optimizar los
procesos de elaboracién para conseguir los atributos deseados en el producto

final.

La cristalizacidén es un proceso critico que esta relacionado directamente
con la termodinamica y cinética del sistema, lo que dara como resultado el
desarrollo de algunas propiedades como la textura, comportamiento de fusion y
estabilidad, mismas que a su vez, estan altamente influenciadas por las
caracteristicas de las redes cristalinas (Rye et al., 2005; Sato et al., 2013;
Hondoh et al., 2018). Dichas redes estan formadas por agregados cristalinos

que se entrelazan y forman racimos que se empaquetan y estructuran de forma
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regular y homogénea, hasta alcanzar el mayor grado de estructuracion del

sistema conocido como cluster (Figura 2.1) (Mohos, 2017).

Agregados
cristalinos

Figura 1.1. Formacioén de una red cristalina. Tomada de Mohos, 2017.

1.1.1. Aspectos termodinamicos y cinéticos de la cristalizacion de grasas.

La cristalizacion es un proceso sensible a los fendmenos de transferencia
de calor y masa, lo que se refleja en algunos aspectos de los productos a nivel
micro y macroscépico (Campos et al., 2010; Marangoni y Wesdrop, 2013). En el
estado liquido, los triacilglicéridos (TAGs) presentes en las grasas, poseen un
grado de ordenamiento natural que, con un descenso en la temperatura, lleva a
la formacion de agregados cristalinos conocidos como lamelas (Figura 2.2).
Conforme baja la temperatura y aumenta el tiempo, el grado de ordenamiento
es mayor y se da la formacion de una estructura cristalina mas estable (Metin y
Hartel, 2020). Como es sabido, las grasas contienen fracciones de TAGs de bajo
y alto punto de fusién, qué, al enfriar el sistema a una temperatura por debajo

del punto de fusion, forman estas estructuras cristalinas conforme se ven
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favorecidas cinéticamente. Asi, los TAGs de alto punto de fusién cristalizan
primero ya que exceden su limite de solubilidad y el sistema se sobresatura en
esta especie de TAGs, lo que lleva al sistema a la formacion de sitios de
nucleacion que posteriormente determinaran las caracteristicas finales de la red
cristalina (Sato, 2001; Badu et al., 2018; Mahisanunt et al., 2019)

Ny
Liquido ﬂ{f:ﬁ ﬁl HB } ‘ﬁ

|

AW AT
Apilamiento A’é?}?
Y de[o) lamelas .:w&qgﬁhﬁitﬁg{ i{
Cristalizacion T’é }f 'b“’{%'f‘{?

Empaquetamlento

2 i
iy

Figura 1.2. Cristalizacion de grasas a partir de un estado liquido. Tomada de Sato, 1999.

Para que este proceso se lleve a cabo, el sistema debe ser sometido por
una fuerza que lo dirija a una transicién de estado en donde ocurriran todas las
etapas previamente mencionadas, dicha fuerza es conocida como
subenfriamiento, el cual se define como la fuerza motriz que impulsa el proceso
de cristalizacién y que es la diferencia en el potencial quimico (Au) entre la fase
liquida y la fase sdlida (Himawan et al., 2006; Marangoni et al., 2006; Sangwal,
2018), este proceso se conoce como subenfriamiento relativo al sistema (AT) y
esta en funcién de la diferencia que existe entre la temperatura de fusién (Ty,) y

la temperatura de cristalizacion (T,), representada con la siguiente ecuacion:
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AT:TM_TC

La magnitud del subenfriamiento (AT) determinara la estabilidad de los
cristales formados y la funcionalidad de los productos. La T, es un factor muy
importante al fijar el grado de subenfriamiento, si T, se establece unos cuantos
grados por debajo de Ty, el subenfriamiento es bajo, por el contrario, si la T, se
establece muy lejos de Ty, el subenfriamiento es alto. Un AT bajo, (entre O y 4
°C por debajo de T),) provoca que la velocidad de cristalizacion sea lenta y que
las moléculas con una orientacion espacial correcta se incorporen a un cristal
de forma mas ordenada (Martini, 2015). A un AT alto (mas de 10 °C debajo de
Ty), la unidn de las moléculas a una superficie cristalina es mas rapida y provoca
que la estructuracion entre ellas no sea correcta por lo que los cristales formados
se encuentran en un estado termodinamicamente menos estable (Martini, 2015;
Metin y Hartel, 2020; Rye et al., 2020). El control del grado de subenfriamiento
es un proceso esencial para alcanzar las propiedades fisicas y de estabilidad
deseadas en los productos, ya que tiene gran impacto sobre la difusion de los
TAGs durante el proceso de cristalizacion, es decir, un mayor grado de
subenfriamiento lleva a la formacion de cristales pequefos e inestables que
pueden tener un efecto adverso en la textura y estabilidad del producto final
(Martini, 2015).

Las grasas estan compuestas por aproximadamente 98% de
triacilglicéridos (TAGs) y presentan caracteristicas fisicas y quimicas muy
diferentes comparadas con otros materiales (Marangoni, 2012). Cuando se
encuentran en estado liquido, los TAGs presentan un cierto grado de
ordenamiento que es conocido como memoria térmica. Es necesario fundir la
grasa a una temperatura por encima de su punto de fusién para poder disociar
este ordenamiento, una vez que el sistema es enfriado, los TAGs se
reestructuran en una conformacién diferente a la que presentaban
anteriormente, esto es, en un estado termodinamicamente mas estable (Wagh
y Martini, 2017; Hondoh et al., 2018). En un punto del enfriamiento, inicia el

proceso de cristalizacion que comprende tres etapas principales: la nucleacion,
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el crecimiento del cristal y la agregacion o perfeccionamiento del cristal. Estos
eventos pueden ocurrir de forma simultanea a diferente velocidad vy, algunas
caracteristicas como el numero y tamafo de cristales, distribucion y estado
polimorfico, pueden ser afectados por las condiciones a las que se llevé a cabo

el proceso de cristalizacion (Toro-Vazquez et al., 2001; Timms, 2012).

1.1.2. Nucleacion

Un nucleo es el cristal mas pequefio formado en una grasa fundida a
cierta temperatura, que sirve como punto de partida para el crecimiento de
cristales en el proceso de cristalizacién. Durante esta etapa se da la formacién
de pequenas particulas una vez que el sistema alcanza el estado termodinamico
necesario para inducir la formacion de nucleos cristalinos, ya que estos deben
superar una barrera de energia que se opone a la formacion de una nueva fase
(Metin y Hartel, 2020). La disminucion de la energia libre de Gibbs (AG) de la
nueva fase emergente es la fuerza impulsora de este proceso, en general, a
temperaturas mas bajas AG tiende a disminuir provocando una caida en las
tasas de difusion, esto debido a que la viscosidad del medio incrementa
favoreciendo la formacion de nucleos sélidos (Figura 2.3) (Himawan et al., 2006;
Marangoni et al., 2006; Sangwal, 2018). Una vez esto sucede, los nucleos
comienzan a formarse hasta que adoptan un tamafo determinado conocido
como radio critico (rc), si estos nucleos no cumplen con esta condicién, se
funden nuevamente en la fase liquida (Hartel, 2002; Sato et al., 2013; Sangwal,
2018; Metin y Hartel, 2020). La nucleacién puede ser primaria y secundaria y a
su vez, la nucleacién primaria puede ser homogénea y heterogénea. La
nucleacion homogénea se lleva a cabo por la interaccion de los TAGs que
componen la fase liquida, sin la influencia de particulas “externas”. Aqui, a
medida que el subenfriamiento aumenta, la energia térmica de la matriz grasa
disminuye y se vuelve mas favorable la formacién de nucleos cristalinos. A un
mayor grado de subenfriamiento, las moléculas de grasa tienen una mayor
tendencia a organizarse y formar nucleos solidos. Esto se debe a que el
subenfriamiento proporciona una condicion termodinamica mas propicia para la

formacion de enlaces y la ordenacién molecular necesaria para la cristalizacion.
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Por lo tanto, cuanto mayor sea el grado de subenfriamiento en la cristalizacion
de grasas, mayor sera la velocidad de nucleacién, es decir, se formaran mas
nucleos cristalinos en un periodo de tiempo determinado (Figura 2.4) (Senapati
et al., 2017).

radio (r)

- -
-
-
-

Cambio en la energia libre (AG)
o
Y
A
A
i
A
A
A}
A
A
-

Figura 1.3. Representacion del cambio en la energia libre para un proceso de
nucleacién. Tomada de Senapati, 2017

La nucleacion heterogénea se lleva a cabo cuando existen particulas
ajenas al sistema. Durante esta etapa, las superficies solidas o interfaces
interactuan con las moléculas que hay en el sistema lo que puede influir en la
termodinamica del proceso, por ejemplo, las fuerzas de atraccidon entre las
moléculas o iones y la superficie solida pueden promover la adsorcion y la
alineaciéon ordenada de los TAGs, facilitando asi la formacion de los cristales
(Hartel, 2002; Senapati et al., 2017; Peyronel et al., 2018; Sangwal, 2018).

La nucleacidon secundaria es causada por fragmentos de cristales
preformados, usualmente estos son generados por la agitacion del sistema lo
que causa colisiones entre los cristales con las paredes del contenedor, con

otros cristales o con el agitador mismo provocando la fractura de estos, dando
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como resultado nuevos sitios de nucleacién, de igual manera, si estos trozos de
cristal tienen un tamafio menor que el del radio critico, se disolveran en el medio
(Timms, 2003; Hondoh et al., 2018).

Velocidad de nucleacion

—— >
Subenfriamiento

Figura 1.4. Efecto del subenfriamiento sobre la velocidad de nucleacion. Tomada de
Senapati, 2017.

1.1.3. Crecimiento y agregacién de cristales

Una vez que se han formado nucleos cristalinos, estos comienzan a
crecery, a través de un proceso de difusion, los TAGs que se encuentran libres
se unen a la superficie de estos cristales debido a un gradiente de concentracién
(Hondoh et al., 2018). Este proceso ocurre en sitios especificos de crecimiento
en la superficie del cristal, donde las moléculas del medio se adhieren y se
organizan en la estructura cristalina ordenada (Figura 2.5). El crecimiento puede
ocurrir en direcciones especificas, determinadas por la estructura cristalina y la

cinética del proceso. Nuevamente se enfatiza que la velocidad de crecimiento
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de los cristales estara determinada por el grado de subenfriamiento al que sea
sometido el sistema, esto es, a mayor subenfriamiento el crecimiento sera mas
rapido y con mayor cantidad de imperfecciones, por el contrario, a un bajo
subenfriamiento, el crecimiento es lento y con un grado mayor de estructuracién
(Wagh y Martini, 2017). Durante esta etapa se da la formacién de la red cristalina
como consecuencia de la unidon o aglomeracion de cristales pequefios hasta
formar cristales de mayor tamafio y llegar a un nivel 6éptimo de estructuracion
(Sato, 2018; Metin y Hartel, 2020).

Fuerza motriz 2 é -~ { S ~
— —_—
d — W ~«— [
Nucleacién ~ A N ~ \
A4
Monomero Racimo Nucleo
Cristalizacion

Crecimiento del cristal

Cristal

Figura 1.5. Procesos de cristalizacion de los lipidos. Tomada de Sato, 2018.

Durante la etapa de crecimiento, la morfologia o forma externa de los
cristales puede desarrollarse y modificarse. La morfologia depende de varios
factores, incluyendo la estructura cristalina, la cinética de crecimiento, la
presencia de impurezas y la influencia de las condiciones externas. Para formar
una red cristalina con caracteristicas especificas, el sistema puede ser sometido
a dos procesos de cristalizaciéon diferentes: cristalizacion dinamica vy
cristalizacion isotérmica. Ambas condiciones estaran determinadas por el grado

de subenfriamiento establecido.
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La cristalizacion dinamica es un proceso en el cual una grasa se enfria
desde su estado fundido a una velocidad que puede variar, siendo una
caracteristica distintiva el alto grado de subenfriamiento (AT>10 °C por debajo
de su punto de fusion) (Martini, 2015). Durante este proceso, la temperatura
cambia de manera continua, y la velocidad de cristalizacién se ve influenciada
por la velocidad de enfriamiento. Este fendmeno resulta en un aumento
significativo en la fuerza motriz y la velocidad de formacion de cristales, llevando
a un proceso de nucleacion espontanea. En esta cristalizacion dinamica, las
temperaturas de enfriamiento a las que se lleva el sistema suelen ser bajas
(entre -20 °C y -60 °C) para permitir que estructure todo el material cristalizable
posible, lo que provoca la aparicion de exotermas de cristalizacion antes de
alcanzar la temperatura final del proceso. Este método se emplea comunmente
para caracterizar grasas y aceites utilizados en procesos industriales, y su
estudio reviste gran importancia en el ambito industrial para comprender y
controlar las propiedades de los productos finales. Las investigaciones de
Martini (2015), Marangoni (2017), y Metin y Hartel (2020) respaldan la relevancia
y aplicaciones practicas de la cristalizacion dinamica en la produccion a nivel

industrial.

La cristalizacion isotérmica se lleva a cabo al enfriar un sistema unos
cuantos grados por debajo de su punto de fusién, caracterizado por un bajo
grado de subenfriamiento, donde en la practica se han empleado AT<4 °C. En
realidad, son elegidas temperaturas comprendidas entre el inicio de la
cristalizacién y su correspondiente temperatura de fusion, obtenidas de un
proceso dinamico (Martini, 2015). Este proceso destaca por mantener el sistema
a una temperatura de cristalizacién constante durante un periodo determinado
hasta que se forma la estructura cristalina deseada. Es crucial destacar que,
durante la etapa de enfriamiento, no deberia haber formacién de cristales antes
de alcanzar la temperatura isotérmica predeterminada. Esto se debe a que el
objetivo es mantener el sistema en un estado amorfo hasta alcanzar la
temperatura de cristalizacion especifica, evitando la nucleacion prematura y

asegurando la formacion controlada de cristales en el momento adecuado.
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Igualmente, en la cristalizacion isotérmica la composicidn de la grasa
desempefa un papel crucial influenciando factores clave como la morfologia
cristalina, la cinética de cristalizacion y el tiempo de induccion. La longitud y
saturacion de los acidos grasos y su distribucién en los triacilglicéridos, asi como
la presencia de impurezas y aditivos, son elementos determinantes. Acidos
grasos insaturados o impurezas pueden afectar los puntos de fusién y
cristalizacién, mientras que aditivos como emulsionantes o antioxidantes,
pueden modificar la interfaz entre las particulas de grasa, impactando la
nucleacion y el crecimiento de los cristales. Este entendimiento detallado es
esencial para lograr una cristalizacién controlada y predecible, evitando la
formacion prematura de cristales antes de alcanzar la temperatura isotérmica.
Asi, se asegura una morfologia cristalina deseada, una cinética de cristalizacion
controlada y un tiempo de induccién que refleje las condiciones planificadas del

proceso.

En este contexto, la determinacion del tiempo de induccidn (1) es de suma
importancia. Este tiempo de induccion se define como el periodo que el sistema
tarda en cristalizar una vez alcanzadas las condiciones de subenfriamiento
necesarias. La relevancia de este parametro radica en que proporciona
informacion sobre la velocidad de nucleacion y la capacidad del sistema para
iniciar la formacién de cristales una vez que se ha alcanzado la temperatura
isotérmica. Un tiempo de induccibn mas corto puede indicar una mayor
eficiencia en la nucleacion y una cristalizacion mas rapida, lo cual es esencial
en procesos industriales donde la precision en el control del tiempo de
cristalizacion es crucial para obtener productos consistentes y de alta calidad
(Martini, 2015).

1.2.Factores que afectan la cinética de cristalizacién

La formacién de una red cristalina estable esta determinada por factores
externos como el tratamiento térmico (velocidad de calentamiento vy

enfriamiento), composicion, agitacion y el uso de aditivos por mencionar
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algunos. Los efectos que ejerzan estos factores son muy importantes en la
industria de la confiteria ya que los productos como el chocolate deben
cristalizarse en condiciones especificas para obtener formas polimorficas

especificas (Sato et al., 2013).

1.2.1. Temperatura

La cristalizacion de sistemas lipidicos esta altamente influenciada por la
temperatura. Los procesos de enfriamiento y calentamiento pueden impactar de
forma directa a la formacion, tamafo, distribucion y estructura de los cristales
afectando caracteristicas como la textura, estabilidad y calidad de los productos
(da Silva et al., 2017). La temperatura afecta la cristalizacion en diferentes
formas, ya que, debido a factores de difusion, altas temperaturas provocan que
los nucleos cristalinos no alcancen el tamafo de radio critico retardando la
formacion de los mismos lo que se refleja en la formacion de pequefos cristales
dentro de la matriz liquida. En contraste, temperaturas mas bajas favorecen la
cristalizacion, propiciando la generacién de cristales de mayor tamafio en un

intervalo de tiempo menor (Sato et al., 2013; Sato, 2018).

Elevadas temperaturas presentan una dificultad notable en el proceso de
nucleacion, manifestandose en la formacién de diminutos cristales incrustados
en la matriz liquida. En contraste, temperaturas mas bajas favorecen la
cristalizacion, propiciando la generacion de cristales de mayor tamafio en un

intervalo temporal reducido.

No solo la temperatura de cristalizacion durante la elaboracion de
productos es importante, la temperatura de almacenamiento también
desempenia un rol fundamental en las caracteristicas de los productos (Altimiras
et al., 2007). El almacenamiento de grasas a bajas temperaturas, normalmente
por debajo de sus puntos de fusion, puede favorecer la formaciéon y
estabilizacién de cristales. Las temperaturas bajas inhiben la movilidad de las
moléculas de grasa facilitando la formacién de cristales pequefios y bien
estructurados (Kinta y Hatta, 2012). Estos pequefios cristales contribuyen a una

textura firme y proporcionan estabilidad al producto graso. Cuando el
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almacenamiento se realiza a temperaturas elevadas, ya sea cercana o superior
a sus puntos de fusiéon, puede tener diversos efectos sobre la cristalizacion. En
algunos casos, puede provocar la fusion de los cristales existentes, dando lugar
a un producto graso parcial o totalmente liquido. En el caso de las grasas con
un amplio intervalo de fusién, como la manteca de cacao, las temperaturas mas
altas pueden provocar la fusién de algunas formas cristalinas y favorecer el
crecimiento de otras, aunado a esto, condiciones de almacenamiento
inadecuadas pueden provocar la aparicibn de manchas blanquecinas en la
superficie de los chocolates, conocida como fat bloom, que se forma cuando los
cristales formados en la parte central de la matriz, suben a la superficie y tienen
un proceso de recristalizacion (Kinta y Hatta, 2012; da Silva et al., 2017; Skrabal
et al., 2019)

1.2.2. Velocidad de enfriamiento

La velocidad de enfriamiento tiene un gran impacto sobre el
comportamiento cristalino de los sistemas lipidicos. Al enfriar a una velocidad
lenta, el sistema se mantiene a mayor temperatura por un tiempo prolongado lo
que provoca una mejor estructuracion de los TAGs en la estructura cristalina ya
que tienen el tiempo suficiente para colocarse y por lo general los cristales
formados son de mayor tamafio. Por el contrario, si la velocidad de enfriamiento
es rapida, el sistema es dirigido a la formacion de una gran cantidad de cristales
pequenos lo que es resultado de un incremento en la velocidad de nucleacion
(Himawan et al., 2006; Hondoh et al., 2018; Metin y Hartel, 2020; Golodnizky y
Davidovich-Pinhas, 2022). El efecto de la velocidad de enfriamiento sobre el
comportamiento cristalino de sistemas lipidicos ha sido reportado por diferentes
autores. Pérez-Martinez et al. (2007), estudiaron la evolucion de la cristalizacion
de manteca de cacao en mezcla con aceites de canola y soya bajo dos
velocidades de enfriamiento (1 y 5°C/min), el grupo de investigacion encontré
que las distintas velocidades de enfriamiento tienen un efecto significativo sobre
la organizacion tridimensional de la red cristalina y sobre la forma polimorfica de
los cristales. Tomaszewska y Gras, (2012), estudiaron también el efecto de

diferentes velocidades de enfriamiento (2, 5, 10 y 20°C/min) en grasa lactea, en
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donde observaron que diferentes velocidades de enfriamiento del sistema
llevaron a un comportamiento cristalino con diferencias entre tamanos y
posiciones de las exotermas de cristalizacion, asi como un mayor grado de
separacion entre ellas. En un estudio realizado con estearina de palma, Okur y
col., (2022) evaluaron el comportamiento cristalino empleando de bajas a
moderadas velocidades de enfriamiento (0.5, 3.3, 4.7 y 6.9 °C/min). Los
resultados indicaron que el contenido de soélidos grasos (SFC) asi como el grado
de cristalinidad aumentaron conforme se incrementd la velocidad de
enfriamiento. Dado a que las grasas presentan comportamientos de
cristalizaciéon diferentes debido a sus perfiles de acidos grasos y TAGs, es
importante conocer estas caracteristicas en las grasas que se estén procesando
para controlar eficazmente su proceso de cristalizacién mediante la gestién de
la velocidad de enfriamiento. Las condiciones de procesamiento, como la
temperatura, la agitacion y la velocidad de enfriamiento, pueden influir en el
comportamiento de cristalizacién de los aceites y grasas vegetales y deben
controlarse para conseguir las propiedades de cristalizacion deseadas (Bayés-
Garcia et al., 2020; Metin y Hartel, 2020).

1.2.3. Composicion de las grasas

Las grasas estan constituidas por mezclas de TAGs, los cuales estan
conformados por tres acidos grasos (con caracteristicas diferentes en su
longitud de la cadena y grado de insaturacién) que se encuentran esterificados
a una molécula de glicerol. La variedad de TAGs de un sistema lipidico puede
ser limitada como en el caso de la manteca de cacao, 0 muy amplia como en la
grasa de la leche (Metin y Hartel, 2020). Esta variedad en componentes es
sumamente importante debido a que determinara el comportamiento cristalino.
En un sistema con una menor variacion en las especies de TAGs se pueden
producir cristales que presenten un mayor grado de “pureza”, mientras que en
sistemas con mayor cantidad de especies de TAGs llevarian a la formacion de
cristales mixtos (Foubert et al., 2004; Pérez-Martinez et al., 2005; Badu et al.,
2018; Metin y Hartel, 2020). Entonces, el impacto del tipo de TAGs en la

cristalizacion estribara en el tipo de acidos grasos esterificados a la molécula de
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glicerol. De acuerdo con lo anterior, los TAGs pueden ser de dos tipos, los
primeros conocidos como simples o monoacidos, en los cuales la caracteristica
principal es que los tres acidos grasos, ya sea saturados o insaturados, son
iguales, por ejemplo, trilaurina (LaLaLa), tripalmitina (PPP), triestearina (StStSt)
y trioleina (OOO) (Macridachis-Gonzalez et al., 2020). El segundo tipo son los
TAGs mixtos, los cuales estan conformados por diferentes acidos grasos
(también saturados o insaturados) en arreglos aleatorios, sin embargo, en
algunas grasas vegetales suele ser comun el del tipo Saturado-Insaturado-
Saturado (SUS, por sus siglas en inglés), conocidos como TAGs
monoinsaturados (ej., POP, POSt y StOSt) ya que tienen una sola insaturacion
en su estructura y que es comun de encontrar en la manteca de cacao y en el
aceite de palma (Himawan et al., 2006). Es un hecho que la presencia de estos
TAGs debe tener una influencia en el comportamiento cristalino de dichas
grasas, aunque también pueden tener presentes TAGs del tipo Saturado-
Insaturado-Insaturado (SUU). Los TAGs SUS, presentan una mayor tendencia
a cristalizar que otros, debido a que la forma en la que se encuentran ordenados
sus acidos grasos provoca que la molécula no sea simétrica, esto como
resultado de las diferentes longitudes diferentes en sus cadenas carbonadas,
creando una configuracion no simétrica. Esta asimetria en la estructura
molecular dificulta la organizacion ordenada de los atomos en la red cristalina,
resultando en una estructura cristalina menos organizada y mas propensa a la
formacion de cristales en comparacién con moléculas mas simétricas. La falta
de simetria contribuye a una mayor variabilidad en la disposicion de las
moléculas, lo que favorece la nucleacion y cristalizacion (Jia et al., 2019). Otro
aspecto importante de este tipo de TAGs es que, debido a esta mayor tendencia
a cristalizar, pueden formar nucleos cristalinos que promoveran la formacion de
cristales con otros TAGs que se encuentren en su entorno. Las grasas con una
mayor concentracion de este tipo de TAGs pueden presentar caracteristicas
como una menor dureza y temperaturas de fusion menores, ademas de una
tendencia a formar polimorfos menos estables comparadas con las grasas que
presentan un alto contenido de TAGs saturados (Bhaggan et al., 2018; Taguchi
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et al., 2021). El efecto global de la proporcion de TAGs saturados, insaturados y
poliinsaturados en la cristalizacion de aceites y grasas vegetales depende de la
composicion especifica de acidos grasos de los TAGs y de las condiciones de

procesado utilizadas (Rye et al., 2020).

1.3.Modelos matematicos para el estudio de la cinética de cristalizacion

La cristalizacidon de las grasas es un proceso complejo que implica multiples
etapas, cada una con un comportamiento cinético distinto comparado con otros
sistemas. Estas etapas incluyen la nucleacion, el crecimiento cristalino primario,
el crecimiento cristalino secundario y la agregacion final (Sangwal y Sato, 2012).
Cada etapa tiene sus propios factores y mecanismos limitadores de la velocidad,
lo que dificulta la aplicacion de un uUnico modelo matematico. Se han
desarrollado varios modelos matematicos y ecuaciones cinéticas para describir
y predecir el comportamiento de la cristalizacion de las grasas. Estos modelos
describen la cinética de la cristalizacion de la grasa teniendo en cuenta la
distribucion de los puntos de nucleacidn, las tasas de crecimiento de los cristales
y la transformacion global de la fase liquida de la grasa en una fase solida
cristalina. Sin embargo, es importante sefalar que estos modelos son empiricos
y pueden requerir datos experimentales para determinar parametros especificos
y validar su aplicabilidad a un sistema de grasa concreto. Cuando se elaboran
productos a base de grasas, el correcto entendimiento del proceso de
cristalizacién es muy importante (Foubert et al., 2003). Existen distintos modelos
utilizados para describir la cinética de cristalizacién de sistemas lipidicos, el
modelo de agregacion y floculacion, el modelo de Fischer Turnbull, el modelo de
Foubert, modelo de Avrami y modelo de Gompertz, estos ultimos son los que se
han utilizado con mayor frecuencia en el estudio de sistemas lipidicos (Avrami,
1939; Foubert et al., 2003; Marangoni, 2017; Rye et al., 2020).

1.3.1. Modelo de Gompertz
Es uno de los modelos sigmoidales mas utilizados en sistemas bioldgicos
principalmente en crecimiento bacteriano, de hecho, existen algunas analogias

entre este y la cristalizacién de grasas. Kloek y col., (2000), utilizaron una
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ecuacion de Gompertz modificada para estudiar la cinética de cristalizacion de
aceite de palma en soluciones de aceite de girasol. En este modelo, el
crecimiento bacteriano se puede comparar con la nucleacion y la cinética de
crecimiento de los cristales (Foubert et al., 2003; Himawan et al., 2006). El

modelo esta determinado por la ecuacion 1:
. _ Wel
f(t) =a exp( exp( - A=t + 1)) Ec. 1

En donde fes la cantidad de grasa sdlida a un tiempo t (%), a es el valor para f
cuando t se aproxima al infinito, y es la tasa maxima de cristalizacion (%/h) y A

es el valor del tiempo de induccion.

1.3.2. Modelo de Foubert, Dewettinck, Jansen, and Vanrolleghem

Este modelo fue desarrollado por Foubert et al, (2003), también conocido
como modelo de Foubert, y es utilizado para describir la cinética de cristalizacion
isotérmica en sistemas que presentan un proceso multietapa (sistemas que
cristalizan antes de alcanzar Tc), aunque también puede ser utilizado en
procesos de cristalizacion dinamica debido a que se basa en una ecuacion
diferencial lo que permite el uso de variaciones en las temperaturas del proceso
(Foubert et al., 2004; Sangwal, 2018; Metin & Hartel, 2020). El modelo esta

descrito por la ecuacion 2:

h=[1+((1-x)'™"—1)e” @ Wkt=tinax) ]ﬁ Ec. 2
donde h representa la grasa cristalizable restante, k es la constante de
velocidad, n es el orden del sentido inverso y tinax €s el tiempo de induccion para
obtener un porcentaje de cristalizaciéon. Este modelo ha sido utilizado en
procesos de cristalizacion isotérmica, aunque su principal uso es para
determinar las transiciones polimoérficas en grasas. Badu et al.,, (2018)
estudiaron la cinética de cristalizacién de aceite de semilla de Allanblanckia y
manteca de karité, utilizando este modelo para describir las transiciones
polimérficas de estos sistemas, reportando que, durante la interrupciéon de la

cristalizacién isotérmica en un determinado tiempo, los picos de fusién
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encontrados a menor temperatura desaparecieron debido a una transicion

polimorfica.

1.3.3. Modelo de Avrami

Este modelo ha sido utilizado por diferentes autores en diferentes
sistemas lipidicos (Dibildox-Alvarado y Toro-Vazquez, 1997; Chikhoune et al.,
2020; Bayard et al., 2022), para explicar la cinética de cristalizacion isotérmica.
Fue propuesto por el cientifico Melvin Avrami en la década de los 40’s.
Inicialmente, éste tuvo aplicaciones en polimeros de alta densidad como
metales (Avrami, 1939, 1940), posteriormente, distintos autores realizaron
modificaciones al modelo original por lo que también se le conoce como el
modelo Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (Wright et al., 2001). El principal uso
del modelo de Avrami fue en un inicio para cuantificar la cinética de la
transformacién isotérmica de una fase liquida a una sodlida en polimeros
quimicos, aunque en la actualidad el uso de este modelo se ha expandido a
otros materiales como grasas y almidén (Foubert et al., 2003; Marangoni, 2017).
También este modelo ha sido ampliamente utilizado para estudiar la
cristalizacion isotérmica en grasas y aceites (Dibildox-Alvarado y Toro-Vazquez,
1997; Toro-Vazquez et al., 2000; Pérez-Martinez et al., 2005; Palmieri & Hartel,
2019; Chikhoune et al., 2020).

El modelo de Avrami esta dado por la ecuacion:
(1—X) =e k" Ec. 3

En donde X es la fraccidén de cristal transformada a un tiempo t durante
la cristalizacion, k es la constante de Avrami y n es el exponente de Avrami
(Marangoni, 2017; Metin y Hartel, 2020). Los valores de n'y k se calculan a partir
de una forma linear de la ecuacion de Avrami (ecuacion 4) como la pendiente y

el intercepto de In t=0.

In(—In(1 — X)) = In(k) + n[ln (t)] Ec. 4
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Estos parametros brindan informacion acerca de la naturaleza del
proceso de cristalizacion e involucran las etapas de nucleacion y velocidad de
crecimiento de cristal. Como bien es sabido, el modelo de Avrami presenta
algunas limitaciones (Dibildox-Alvarado y Toro-Vazquez, 1997) para describir
cinéticas de cristalizacion de grasas (sobre todo en lo que a cristalizacién
secundaria se refiere), por lo que ha sido adaptado por diferentes autores.
Mohos (2017) presenta la propuesta de Kolgomorov y su grupo de investigacion,
quienes ajustaron el modelo de Avrami para explicar la cristalizacion
considerando solamente hasta la etapa media del proceso (Figura 2.6). Segun
estos modelos cinéticos el valor de n describe el crecimiento del cristal, y es una
funcién combinada del tiempo de nucleacion y el numero de dimensiones en las
que el crecimiento tiene lugar. Este valor de n indica el tipo de nucleacion que
esta ocurriendo, que puede ser instantanea cuando todos los nucleos aparecen
al mismo tiempo en una etapa temprana, o bien esporadica, con un aumento

lineal en el numero de nucleos respecto al tiempo.

El crecimiento puede ser de tipo baston, disco y esferulitico, la Tabla 2-1
muestra los valores que el parametro n puede tomar. Los valores de n deben
ser numero enteros, aunque en algunos casos se obtienen numeros
fraccionarios lo que puede explicarse como un desarrollo simultaneo de distintos

tipos de cristales (Marangoni, 2017).

1.4.Manteca de cacao y grasas alternativas

La materia prima mas utilizada en productos como el chocolate es la
manteca de cacao (MC) (2021; Smith, 2012; Jahurul et al., 2013; Norazlina
et al., 2021). La MC esta conformada por acidos grasos saturados e insaturados
de los cuales tres son los predominantes, palmitico (16:0), estearico (18:0) y
oleico (18:1), con aproximadamente el 26, 34 y 35 % de la composicion total
respectivamente. Algunos otros como el linoleico (18:2) y el linolénico (18:3)

ocupan aproximadamente el 5% restante (Beckett, 2008; Afoakwa, 2016).
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Figura 1.6. Forma sigmoidal tipica de la ecuacién de Kolmogorov-Avrami
(Mohos, 2017).

Tabla 1-1. Valores del exponente de Avrami (n), crecimiento y tipo de nucleacion.
Adaptado de Sharples (1966) y Marangoni (2017).

n Tipo de crecimiento Nucleacion
3+1=4 Esferulitico Esporadica
3+0=3 Esferulitico Instantanea
2+1=3 Disco o plato Esporadica
2+0=2 Disco o plato Instantanea
1+1=2 Aguja Esporadica
1+0=1 Aguja Instantanea

Comparada con otras grasas vegetales, la composicion de la MC es mucho
mas simple, esto se debe a que los acidos grasos principales forman tres TAGs
predominantes en la composicién. Los acidos grasos palmitico y estearico son
saturados y se encuentran ubicados en las posiciones estereoespecificas sn-1
y sn-3, mientras que el acido oleico, un acido monoinsaturado, se encuentra en

la posicion sn-2 de forma opuesta a los dos restantes (Vega y Kwik-Uribe, 2012)
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(Figura 2.7). De acuerdo con esto, los TAGs principales son 7-3-dipalmitoil-2-
oleoilglicerol (POP), 1-3-diestearoil-2-oleoilglicerol (StOSt) y 1-palmitoil-2-oleoil-
3estearoilglicerol (POSt). La concentracion de estos TAGs puede variar
dependiendo de distintos factores como el origen, condiciones climaticas,
manejo del cultivo y el manejo post cosecha (Chaiseri y Dimick, 1989b, 1995;
Beckett, 2008).

Un aspecto muy importante a tener en cuenta durante la elaboracion de
las grasas alternativas a la MC (GAMC), es que estas deben tener propiedades
fisicas y quimicas similares a las de la MC ya ésta tiene una composicion muy
particular que le confiere caracteristicas que le dan un comportamiento unico
comparado con otras grasas (Talbot, 2009). Como ya se habia dicho, estas
grasas alternativas se agrupan en grasas equivalentes (GE), grasas sustitutas
(GS) y grasas reemplazantes (GR), basada en el grado de compatibilidad de la
GA con la MC y que esta determinada por el perfil de acidos grasos y TAGs
(Tabla 2-2) (Mokbul y Siow, 2022).

Las GE son grasas no lauricas provenientes de distintas fuentes
vegetales que presentan un perfil de acidos grasos y TAGs muy parecido a los
de la MC, en donde los acidos grasos principales son el palmitico, estearico y
oleico (Mokbul y Siow, 2022).

Palmitico (C16:0
Oléico (C18:1) almitico (C16:9)

Estearico (C18:0)

Figura 1.7. Estructura del triacilglicérido POS en su configuracion de silla. Los acidos
grasos palmitico y estearico (saturados) se encuentran en la posiciéon sn-1
y sn-3, y el acido oleico (insaturado) se encuentra en la posicién sn-2 en
sentido opuesto.
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Tabla 1-2. Principales TAGs y compatibilidad de grasas alternativas a la MC.
Modificado de Mokbul (2022).

Compatibilidad con Principales acidos
Grasa P p TAGs
alternativa mC grasos
Palmitico (C16:0) POP
Grasas Compatible en o
. . . Estearico (C18:0) POS
equivalentes cualquier proporcion

Oleico (C18:1) SOS

Palmitico (C16:0)
PEE

Grasas Parcialmente .
. Estearico (C18:0)
reemplazantes compatible SEE

Elaidico (C18:1 trans)

LaLaM
Grasas Laurico (C12:0)
) Incompatible LalLaal
sustitutas Miristico (14:0)
LaMM

La composicién de la manteca de cacao es bien conocida, los TAGs
principales son POP, POS y SOS por lo que si estos son mezclados en
proporciones adecuadas cuando se genera una grasa, se puede obtener una
CBE con un comportamiento muy parecido al de la manteca de cacao (Timms,
2012). Por otra parte, las GS son grasas con alto contenido de acido laurico (47-
48% aproximadamente). Esta caracteristica hace que dichas grasas no puedan
utilizarse en mezcla con la manteca de cacao en ninguna proporcion. Su perfil
de acidos grasos es similar al de la manteca de cacao, pero no es asi con su
perfil de TAGs por lo que presentan propiedades fisicas similares y propiedades

quimicas diferentes a la manteca de cacao (Mokbul y Siow, 2022).

De acuerdo con lo mencionado en el capitulo 2.1.1, la cinética de
cristalizacién se refiere al proceso de formacion y evolucion de los cristales en

el sistema durante su enfriamiento y solidificacion. La velocidad de difusion de
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los TAGs en las fases liquida y sdlida, asi como el arreglo y la unién de los
cristales contribuyen a la cinética de cristalizacion del proceso global (Himawan
et al., 2006). La manteca de cacao presenta un proceso de cristalizacion que
ocurre en varias etapas, donde los cristales de grasa se forman y crecen en
tamafo, aunado a esto, debido a su particular perfil de TAGs, la manteca de
cacao tiene una estructura cristalina que determina algunos de los parametros
fisicos como textura, sensacion en la boca, brillo, fracturabilidad y propiedades

de fusion en algunos productos como el chocolate.

1.4.1. Cinética de cristalizacion de la Manteca de cacao y grasas
alternativas

Sus propiedades de cristalizacion estan altamente influenciadas por la
presencia de sus TAGs principales, StOSt, POP y POSt (Yao et al., 2020). Las
diferencias menores que existen en la simetria de los TAGs, hacen de la
manteca de cacao una grasa con un polimorfismo complejo ya que muestra seis
formas polimorficas (I - VI) cada una con diferentes caracteristicas (Tabla 2-3).
La forma V es la ideal en productos como el chocolate y se obtiene a través de
un proceso de temperado, el cual hace que una pequefa cantidad de la grasa
forme nucleos y ayuda a que esta cristalice rapidamente de forma correcta
(Beckett, 2008). Cuando esta forma se mantiene a temperaturas por encima de
los 25 °C por periodos de tiempo prolongado, se da una transformacion a la
forma VI, que en muchas ocasiones se puede observar con la aparicién de
manchas blanquecinas sobre la superficie conocidas como “fat bloom” (Pérez-
Martinez et al., 2005; Beckett, 2008; Smith, 2012; Palmieri & Hartel, 2019).

La cinética de la cristalizaciéon de las grasas alternativas puede diferir de
la de la manteca de cacao debido a las diferencias en la composicion de acidos
grasos Yy la estructura de cristalizacion (Lipp y Anklam, 1998; Mokbul y Siow,
2022). Algunas grasas alternativas pueden tener una velocidad de cristalizacion
mas rapida o una formacion de cristales menos deseable en comparacion con
la manteca de cacao lo que puede afectar la textura, la estabilidad y la calidad

sensorial del chocolate final.
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Tabla 1-3. Principales caracteristicas de las formas polimorficas de la MC. Modificado
de Wille y Lutton, (1966) y Timms, (2012).

Temperatura
Forma . Grado de | Espacio corto de rayos X (A) y
de fusion
polimérfica C) estabilidad descripcién
Forma B' que se funde por
Menor debajo de una forma a. Espacios
sub a (I) 17.3 - o .
estabilidad |largos que indican un espaciado
d inusualmente grande.
Menor Un unico espaciado corto, fuerte
a () 23.3
estabilidad |a unos 0.414 nm.
B2 (IMN) 255 Metaestable |Dos separaciones fuertes cortas
a0.38nmy0.42 nm o tres
separaciones cortas fuertes a
B 1 (IV) 27.5 Metaestable
unos 0.427 nm, 0.397 nmy
0.371 nm.
B2 (V) 33.8 Estable _
Espacio corto muy marcado a
Mayor
B1 (VI) 36.4 0.46 nm.
estabilidad

Muchas de las grasas equivalentes pueden adoptar formas polimérficas (V)
similar a la manteca de cacao, mientras que las grasas sustitutas, desarrollan
su forma mas estable en el polimorfo g° (Tabla 2-4). Kadivar et al., (2016),
estudiaron el polimorfismo y comportamiento cristalino de la Mc con una CBE
hecha a base de aceite de girasol bajo condiciones de cristalizacion isotérmica
a 20 °C y en mezclas con proporciones 100:0, 75:25, 50:50, 95:05 (wt%), los
resultados demostraron que en todas las mezclas se da un proceso de
cristalizaciéon de 2 etapas, en las que se forman cristales a durante la primera 'y
una transicion polimérfica a cristales B° durante la segunda, lo que indica que
todos los cristales de la forma mas estable se obtienen de una transicion y no

directamente del estado fundido.
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Tabla 1-4. Estados polimérficos de grasas alternativas a la MC reportadas.
Modificado de Mokbul (2022).

Grasa o Combinacion

Forma polimérfica

Referencia

Grasas equivalentes

IB/PMF (10:3) B (Bahari & Akoh, 2018)
(Rincén-Cardona et al.,
HSHO B2ylo B
2013)
MSO: PMF (50:50) B (Momeny et al., 2013)
CBE 95 (SHS 95: PMF) B (Bootello et al., 2013)
Grasas Sustitutas
IGF: DPO (9:1) B’ Yamoneka et al. (2018)
BV
CBS (PKO): CB (30-10: 70-90)
(Quast et al., 2013)
CBS 100 )
B
HPKO/CB/MF (80:10:10) B’ (Wang et al., 2011)

1.4.2. Comparativa de la cinética de cristalizacion entre manteca de
cacao y grasas alternativas.
La cinética de la cristalizacion varia entre la manteca de cacao y las

grasas alternativas debido a las diferencias en su composicion de acidos grasos

y estructura cristalina. La velocidad de cristalizacion puede variar entre la

manteca de cacao y las grasas alternativas. Algunas grasas alternativas pueden

tener una velocidad de cristalizacion mas rapida que la manteca de cacao, lo

que puede afectar el tiempo de solidificacion y la estabilidad del producto final.

La manteca de cacao, cuando se cristaliza correctamente, puede formar

cristales pequefos y uniformes, lo que resulta en una textura suave y

sensorialmente agradable en el chocolate. Las grasas alternativas pueden tener

una tendencia a formar cristales mas grandes o una distribucién de tamanos de
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cristales menos homogénea, lo que puede afectar la textura y la sensacién en

boca, del producto final.

1.4.3. Caracteristicas fisicoquimicas de la manteca de cacao y grasas
alternativas

El punto de fusion esta altamente relacionado con el perfil de acidos grasos

y triacilglicéridos. En el caso de las grasas equivalentes (CBE), el perfil de acidos
grasos y TAG es similar al de la MC (29.49-36.6 °C) por lo que su
comportamiento de fusion entre ambas es parecido, aunque debido a que
presentan mayor contenido de acido estearico por lo cual el rango de su perfil
de fusién es mas amplio que el de la MC, aunque esto puede variar dependiendo
de la composicion de las CBEs. Algunas grasas sustitutas (CBS) pueden tener
un punto de fusion ligeramente mas bajo o alto que el de la manteca de cacao,
por ejemplo, algunas pueden tener un punto de fusién tan bajo como 28°C
(82°F), mientras que otras pueden ser un poco mas altas, hasta alrededor de
37°C (98°F). Sin embargo, la mayoria de las grasas sustitutas estan formuladas
para ser lo mas cercanas posible al punto de fusién de la manteca de cacao
para mantener propiedades similares en aplicaciones culinarias y de

procesamiento de alimentos.(Sangwal y Sato, 2012; Mokbul y Siow, 2022).

1.5. Métodos experimentales para el estudio de la cristalizacion

Para conocer y evaluar las principales caracteristicas de la manteca de
cacao y sus grasas alternativas es necesario realizar estudios sobre sus
propiedades fisicoquimicas y su microestructura cristalina. El estudio de estas
propiedades se ha llevado a cabo durante décadas y a través de diferentes
técnicas, las cuales, buscan ser no destructivas y tener un monitoreo de la
cristalizacién de lipidos en linea (Rigolle et al., 2018). Existen técnicas mas
recientes como las ultrasdnicas, en las que se utiliza el ultrasonido de alta
frecuencia (100 kHz-1MHz) para inducir la cristalizacién en diferentes sistemas

(Martini, 2013). Higaki et al., 2001, estudiaron el efecto del ultrasonido sobre el
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polimorfismo de MC vy los resultados confirmaron que esta técnica puede ser
utilizada en la produccion de chocolates debido a que se puede obtener un

polimorfo estable que brindara estabilidad a estos productos.

Otra técnica utilizada en el monitoreo de la cristalizacion es la medicion de
la reflectancia de un haz concentrado (FBRM, por sus siglas en inglés), la cual
se utiliza para medir la variacion en el tamafio y distribucion de particulas
durante la cristalizacion. Hishamuddin et al., (2011) utilizaron esta técnica para
estudiar la cinética de cristalizacion isotérmica de aceite de palma entre 24 y 32
°C, los resultados indicaron que la media del tamafo de los cristales aumentaba
con el incremento de la temperatura, pero, a temperaturas mayores a 26 °C
volvia a disminuir, lo que demostraba que esta técnica es de gran ayuda para
estudiar la dinamica de crecimiento de particulas y los eventos involucrados en

los procesos de cristalizacion y fusion.

Entre los estudios mas relevantes en grasas y aceites se encuentran los
analisis térmicos, los cuales se describen como un conjunto de técnicas que
miden las propiedades fisicoquimicas de los materiales en funciéon de la
temperatura (Thomas y Schmidt, 2017). La técnica comunmente utilizada para
este fin es la calorimetria diferencial de barrido (DSC), con la cual se evaluan
las transformaciones en funcion de la temperatura que puede sufrir una grasa
en base a sus condiciones de velocidad, temperatura y composicion, con
aplicacién para saber su comportamiento durante su almacenamiento o bien
para el desarrollo de nuevas grasas, e incluso para identificar si estas han sido
alteradas (Kerti, 2001; Martini, 2015).

1.5.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Esta técnica empleada para evaluar propiedades termodinamicas mide el
flujo de calor (J/g) que es liberado o absorbido por una muestra en funcion del
tiempo y la temperatura (Ping y Arbi, 2015). El resultado de un analisis
calorimétrico es un termograma generado del sometimiento de la grasa a un
programa térmico in situ contrastado con una celda de referencia vacia. Un

termograma muestra las transiciones que sufre la muestra al ser calentada o

37



enfriada a condiciones de velocidad e intervalos de temperatura
preestablecidos. Asi, se pueden presentar eventos tanto exotérmicos como
endotérmicos, como respuesta respectivamente de la liberacion o absorcion de
calor durante la transformacién térmica de la muestra estudiada (Figura 2.8).
Los datos que se pueden obtener de un termograma son, temperatura de inicio
y final de la cristalizacion (Tciy Tcr, respectivamente), onset (Ton), endset (Tof),
temperatura maxima de pico (Tc) y entalpia de cristalizacion/fusion (AH) (Kerti,
1998; Thomas & Schmidt, 2017). Se han realizado multiples estudios sobre
grasas alternativas a la MC utilizando DSC como herramienta principal (Chaiseri
y Dimick, 1989b; Tan y Man, 2002; Ping y Arbi, 2015; Wagh y Martini, 2017;
Ghazani y Marangoni, 2018; Mahisanunt et al., 2019).

Flujo de calor (J/g)
I

| w/ lenimo

| | L« | ] | | | |
Temperatura (°C)

Figura 1.8. Componentes principales de un termograma de cristalizacién. Tomado de
Muller (2016).
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Casos que resumen la aplicacion de la calorimetria en el estudio de
grasas son los siguientes. Kerti, (2001), realizé un estudio de cristalizacion
isotérmica en tres grasas alternativas con el objetivo de comparar las
propiedades térmicas de la MC y estas grasas; Che Man y Tan (2002), evaluaron
el efecto de la velocidad de enfriamiento sobre el comportamiento térmico de
diferentes muestras de aceite. Ping y Arbi (2015), evaluaron la relacién que
existe entre el comportamiento térmico y la composicidn quimica en aceites
vegetales. En resumen, los aspectos mas importantes a estudiar a través de la
técnica de DSC es el cambio de fases en un sistema lipidico, ya que, comparado
con otros sistemas, el comportamiento térmico de las grasas es complejo debido
a que, en lo general, estdn compuestas por una mezcla muy diversa y en

ocasiones ininteligible de TAGs (Himawan et al., 2006).

Si bien la técnica de DSC provee informacion térmica muy valiosa
complementar su estudio con técnicas alternativas que lleven a elucidar el
proceso de cristalizacion. A referencia, Toro-Vazquez et al., (2000) estudiaron la
cinética de cristalizacion de estearina de palma con aceite de ajonjoli por
cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) y
DSC; Hernandez-Santos y col.,, (2017) realizaron una caracterizacion
fisicoquimica de un aceite obtenido de la semilla del mamey por GC, contenido
de grasa sélida (SFC), microscopia de luz polarizada (PLM), difraccion de rayos
X (XDR) y DSC; Declerck et al., (2021) estudiaron el polimorfismo de manteca

de cacao por resonancia magnética nuclear (NMR) y DSC.

1.5.2. Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

Con base en el establecimiento de los parametros de calidad de
productos estructurados con lipidos, el contenido de grasa soélida (SFC) es un
aspecto de gran importancia, ya que este factor determinara algunas
caracteristicas como la dureza, textura, y estabilidad del producto a las
condiciones de fabricacion y almacenamiento (Saggin y Coupland, 2002; Torbica

et al., 2006; Teles et al., 2012). EI SFC es el porcentaje de solidos presentes en
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una grasa a una determinada temperatura (Figura 6), en otras palabras, indica
el % de TAGs en estado cristalino presentes a una cierta temperatura (Peyronel
y Campos, 2012; Rigolle et al., 2018). Para medir este factor, se han utilizado
distintas técnicas como la calorimetria diferencial de barrido (DSC), la cual tiene
la ventaja de obtener datos en una sola medicion a través de un termograma
con todo el rango de temperaturas (Marquez etal., 2013). Otra técnica
comunmente utilizada es la resonancia magnética nuclear (NMR), que es una
técnica no invasiva, rapida, facil y puede ser util en el estudio de la cinética de
cristalizacion, aunque no siempre es precisa ya que, en sistemas con baja
concentracion de solidos grasos, la sensibilidad de los equipos es baja (Wright
et al., 2000; Foubert et al., 2003; Singh et al., 2004). Los resultados obtenidos
bajo estas dos técnicas han presentado algunas diferencias que estan
directamente relacionas con los métodos de temperado y el peso de las
muestras, ademas de presentar diferencias en el tiempo de prueba ya que NMR
tiene una mayor duracién debido a que la lectura de la muestra es individual por

cada intervalo de tiempo (Marquez et al., 2013).

100 =g=

== Dureza

80 ==

Fusion principal

Resistencia ;
al i

Contenido de Grasa Solida (%)

Cera

I
1
1
1
1
1
1
1 i
! i
i i
! i
[ i
[ i
[ i
! 1
|

20 25 30 35 40
Temperatura (°C)

Figura 1.9. Curva de sélidos grasos de MC en funcién de la temperatura.
Tomado de Torbica y col., (2006).
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1.5.3. Difraccién de Rayos X (XRD)

La estructura cristalina de las grasas tiene un profundo efecto sobre sus
propiedades fisicas. Dicha estructura esta dada por los TAGs presentes, los
acidos grasos que los conforman, asi como las condiciones de cristalizaciéon
(Marangoni y Wesdrop, 2013). La técnica utiliza rayos X para dilucidar el arreglo
estructural de los lipidos cristalinos, debido a que la longitud de onda es
comparable con el tamafo de los atomos. El fundamento de la técnica se basa
en la Ley de Bragg, en donde, el rayo incidente es reflejado por los TAGs en
estado sdlido y las respuestas que se obtienen se pueden separar en funcion
del angulo difractado (Peyronel y Campos, 2012). Particularmente en grasas,
las reflexiones de angulo corto (SAX) dependen de la longitud de la cadena y el
angulo de inclinacién de los acidos grasos que conforman los TAGs, esta
medicién abarca la region entre 1°<28<12°. Las reflexiones de angulo amplio
(WAX), se refieren a la orientaciéon de los grupos acilos en la cadena y abarcan
la regidn entre 12°<26<35°. El analisis de estas mediciones se realiza a partir
de la informacion de un espectro de difraccion que muestra el tamarfo lamelar,

polimorfismo y el dominio cristalino (Rigolle et al., 2018).

1.5.4. Microscopia de Luz Polarizada (PLM)

La técnica de microscopia de luz polarizada (PLM), es una técnica
analitica bien establecida para estudiar la microestructura de una red cristalina
realizando un contraste entre los componentes solidos de la muestra que son
birrefringentes y los componentes liquidos no birrefringentes. Este contraste
permite distinguir materiales isotropicos y anisotropicos. Los materiales
isotrépicos son aquellos que tienen un solo indice de refraccion, mientras que
los anisotropicos presentan propiedades Opticas que varian dependiendo de la
orientacién de rayo de luz incidente (Dibildox-Alvarado y col., 2010; Marangoni
y Wesdrop, 2013). En un analisis de PLM, se obtienen microfotografias con las
cuales se puede obtener informacién cualitativa (diferencias en morfologia y
tamafo) y cuantitativa (tamafio y numero de cristales). La obtencién de los

citados parametros esta basada en el analisis de imagen de las microfotografias.
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