UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTOR EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

DE LOS ALIMENTOS

Aplicacién de oleogeles en formulaciones alimenticias

BAHIA BLANCA

Anabella S. Giacomozzi

2020

ARGENTINA







UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTOR EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

DE LOS ALIMENTOS

Aplicacién de oleogeles en formulaciones alimenticias

BAHIA BLANCA

Anabella S. Giacomozzi

2020

ARGENTINA




PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado Académico de Doctor en
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, de la Universidad Nacional del Sury no ha sido presentada
previamente para la obtencién de otro titulo en esta Universidad u otra. La misma contiene los resultados
obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ambito del Departamento de Ingenieria Quimica
durante el periodo comprendido entre el 1 de abril de 2015 y 31 de marzo de 2020, bajo la direccion de

la Dra. Maria Elena Carrin y la co-direccion de la Dra. Camila Palla.

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR
Secretaria General de Posgrado y Educacion Continua

La presente tesis ha sido aprobada el 06/ 03/ 2020,
mereciendo la calificacion de 10 (diez) sobresaliente.




A mi mama

A mi gran amor Mati



AGRADECIMIENTOS

Cuando miro hacia atras me parece increible haber estado acompafiada por tantas
personas en este camino, por eso quiero agradecerles...

En primer lugar, a mis directoras Camila Palla y Maria Elena Carrin por haberme
recibido para trabajar con ellas, por guiarme, y ayudarme en la realizacion de este trabajo de
tesis. A Camila por su gran compromiso y dedicacion, por estar siempre dispuesta a recibirme
con sus ganas de trabajar y transmitirme su experiencia y conocimientos. A Maria Elena por
confiar en mi, por darme libertad para formarme y experimentar, siempre con una mirada
critica y la palabra justa, y por haberme demostrado su excelente calidad humana en
incontables momentos.

A Noe, mi gran amiga, con quien comparti la gran mayoria de mis alegrias y tristezas
en el transitar de estos afios. A Agus, Fer, Lu, Flor y Mely, por regalarme tan lindos momentos
en PLAPIQUI. Gracias por las risas, por escucharme y sostenerme siempre.

A todas mis amigas, las que estan cerca (Juli, Agus, Meme) y las que me acompafan
desde hace afios a la distancia (Anto, Lucre, Candi, Meli, Lau, Mari). Gracias por las palabras
de aliento y por el apoyo constante.

Agradezco también a todo el grupo de Alimentos de PLAPIQUI por ayudarme siempre
gue lo necesité y hacer tan amena mi estadia en PLAPIQUI. Al Departamento de Ingenieria
Quimica de la Universidad Nacional del Sur (UNS) por permitirme continuar con mi formacion
y darme la posibilidad de ejercer la docencia. A Diego Bertin y Juliana Pifia por haberme
acompafado en mis actividades docentes con gran apoyo y comprension.

A la Planta Piloto de Ingenieria Quimica, a la Universidad Nacional del Sur, al Consejo
Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas, y a la Comisién Fullbright. Gracias por
apostar a mi y a mis procesos. Por haberme dado tanto: amigos, profesion, academiay, sobre

todo, varios lentes para mirar el mundo y todos sus matices.



A Silvana Martini por recibirme en su laboratorio “Nutrition, Dietetics, and Food
Sciences” (Utah State University — Logan, Estados Unidos). Por confiar en mi y permitirme
vivir una experiencia Unica muy lejos de mi casa. A los amigos maravillosos que me dio Logan,
sin los cuales nada hubiese sido lo mismo alli: Zac y Tara, y sus familias, que hicieron que mi
estadia en esa maravillosa ciudad sea realmente increible. Formaran parte de los recuerdos
mas hermosos de mi vida.

A mi mama por ensefiarme que la palabra vale, y que siempre hay otra oportunidad.
Por ser mi ejemplo de vida y sostén, por estar dispuesta a darlo todo. Por ensefiarme a nunca
bajar los brazos, aun en los momentos més dificiles. Por demostrarme que la dedicacion, el
esfuerzo, la humildad y el respeto son las mejores herramientas para lograr nuestras metas.
A mis hermanos por haberme apoyado durante estos afios. A mis tios y abuela por ser
incondicional y compartir cada uno de mis logros. A mi familia politica por acompafarme en
cada paso y estar dispuestos a ayudarme siempre.

A Matias, mi compariero de vida, por hacer que hoy esté escribiendo estas lineas. Por
su inmenso amor, su amistad, su infinita paciencia, y su compafia. Por caminar a mi lado,
por darme tanto y no soltarme jamas la mano. Por haber construido junto con Rufina el hogar
de mis suefios. Por regalarme tantos momentos de felicidad y sostenerme en los momentos
mas duros donde la tristeza parecia invadirme. Esta tesis también le pertenece; su amor y
compafiia fueron pilares fundamentales desde el comienzo y, especialmente, en los Ultimos

tramos de este camino.

A todos ustedes, MUCHAS GRACIAS!!



RESUMEN

Las grasas son componentes esenciales de muchos productos alimenticios, ya que
ayudan a proporcionar el color, sabor, textura y vida Gtil deseados. Actualmente es bien
sabido que el consumo elevado de acidos grasos saturados y trans tiene efectos negativos
en la salud humana, lo que obliga a la industria alimentaria a buscar alternativas tecnolégicas
gue permitan obtener productos con caracteristicas fisicas y organolépticas similares a los
tradicionalmente comercializados, pero saludables para los consumidores. En la busqueda
de soluciones factibles, la estructuracion de aceites se ha convertido en un area de
investigacion de creciente interés en los ultimos afios. Los oleogeles, definidos como sistemas
semisélidos compuestos por aceite liquido atrapado en una red de moléculas de agente
estructurante, se encuentran entre algunas de las alternativas méas prometedoras para
reemplazar a este tipo de grasas.

La presente tesis estudia el desarrollo de oleogeles a partir de monoglicéridos y
aceites vegetales, desde su formulacién y caracterizacion fisicoquimica, hasta la evaluacion
de su aplicacién como sustitutos de grasas sélidas en magdalenas.

En el Capitulo 1 se presenta una introduccion general al tema de estudio, describiendo
la funcionalidad de los aceites y las grasas en alimentos, y la problematica existente en
relacion al consumo de grasas saturadas y trans. Ademas, se incluye una revision
bibliogréafica sobre las caracteristicas de los oleogeles, como asi también sobre su aplicacion
en alimentos.

Los materiales y los métodos analiticos utilizados en el trabajo de tesis se describen
en el Capitulo 2. Ademas, se detalla la caracterizacion de los principales materiales utilizados.

En el Capitulo 3 se analiza, a través de dos disefios experimentales de tipo factorial
fraccionario, el efecto que tienen las variables de procesamiento, y sus interacciones, sobre

las propiedades de los oleogeles. Se lleva a cabo, ademas, optimizaciones multirespuesta,



utilizando los modelos mateméaticos desarrollados luego del analisis estadistico de los
resultados de los disefios experimentales, de manera de definir las condiciones de
procesamiento que permiten obtener oleogeles con caracteristicas similares a una materia
grasa comercial, la cual fue seleccionada como modelo. Las mismas pudieron ser
corroboradas experimentalmente.

En base a los resultados obtenidos en el capitulo anterior, en el Capitulo 4 se estudia
la aplicacion potencial de los oleogeles optimizados como sustitutos de una materia grasa
sélida empleada en una formulacién base o tradicional de magdalenas. Dicha sustitucién se
evalta con el fin de compararlas con aquellas producidas con una materia grasa comercial,
o solo con aceite, respecto a sus propiedades fisicoquimicas y sus caracteristicas
organolépticas. Ademas, se cuantifica la migracion de aceite en las magdalenas a través del
tiempo con el fin de evaluar su estabilidad.

El Capitulo 5 se centra en el estudio de estabilidad de los oleogeles previamente
optimizados, de manera tal de analizar el efecto del tiempo de almacenamiento en las
caracteristicas fisicoquimicas de estos potenciales sustitutos grasos.

En el Capitulo 6 se evalla la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad, en
combinacién con cambios en la velocidad de enfriamiento y en la formulacion como técnica
alternativa de procesamiento y obtencidén de sustitutos de grasas sélidas empleando menor
concentracion de estructurante.

Por ultimo, en el Capitulo 7 se presentan las conclusiones generales derivadas del

estudio desarrollado en la presente tesis y las propuestas futuras de trabajo.



ABSTRACT

Fats are essential ingredients of many food products, as they help to provide the
desired flavor, color, texture and shelf life. Nowadays it is well known that high intake of
saturated and trans fatty acids have negative effects on human’s health, compelling the food
industry to search for technological alternatives that allow the obtention of products with similar
physical and organoleptic characteristics to those traditionally commercialized but healthy for
consumers. Thus, structuring liquid oils has become an interesting area of research in the last
years. Oleogels, soft matter systems comprising of liquid oil entrapped in a network of gelator
molecules, are among some of the most promising alternatives for replacing these types of
fats.

The present thesis studies the formulation of oleogels from monoglycerides and
vegetable oils from their physicochemical characterization to the evaluation of their application
as solid fat replacers in muffins.

In Chapter 1 a general introduction to the subject of study is presented, describing the
functionality of fats and oils in foods, as well as showing the existing problem related to the
consumption of saturated and trans fats. In addition, a bibliographic review of the
characteristics of oleogels is included, as well as its application in food products.

The materials and methods used in the experimental studies carried out in the thesis
are described in Chapter 2. Moreover, the characterization of the main materials used is
detailed.

Chapter 3 focuses on the study of the effect of the processing variables, and their
interactions, on the final properties of oleogels by applying two fractional factorial experimental
designs. A multi-response optimization is also carried out by using the mathematical models
developed after the statistical analysis of the experimental design results, in order to obtain
oleogels with similar characteristics to a commercial fat. These optimizations were

experimentally validated.



Taking into account the results obtained in the previous study, in Chapter 4 the
potential application of the optimized oleogels as replacers for a solid fat used in a base or
traditional muffin formulation is studied. This substitution allows to compare muffins elaborated
with oleogels with those produced with a commercial fat, or only with oil, with respect to their
physicochemical properties and organoleptic characteristics. In addition, oil migration in
muffins is quantified over time in order to assess its stability.

Chapter 5 focuses on the study of the stability of previously optimized oleogels, in order
to analyze the effect of storage time on the physicochemical characteristics of these potential
fat replacers.

Chapter 6 assesses the application of high intensity ultrasound in combination with
changes in the cooling rate and the oleogels formulation, as an alternative technique for
processing and obtention of these fat replacers by minimizing the agent structurant
concentration.

Finally, Chapter 7 presents the general conclusions obtained through the development

of this thesis and future work proposals.



INDICE

CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL .....oeotieieeieete et e ane s 1
1.1 FUNCIONALIDAD DE ACEITES Y GRASAS EN ALIMENTOS .....uuuuuurnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnns 1
1.2. PROBLEMATICA MUNDIAL: CONSUMO DE GRASAS SATURADAS Y TRANS .......uuuuvumrnnnnnnnnnnnns 5

1.2.1 Regulaciones a Nivel MUNAI8L............oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 6
1.2.2 Alternativas a las grasas trans: estructuracion de lipidos ..........ccc.ccoevvvviiiiiinnnenn, 8
O T @ 11=To To 1= L= PSSP 10
1.2.2.2 Aplicacion de oleogeles en alimentos ............cceeeieeieiiiiiiiiiiii e, 16

IR 1@ = = 11V 17
1.4 REFERENCIAS ....uuuuuuuuuuuuuuussnsnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnnns 19

CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS .....ooouiiieieeite ettt 24
2.1 INTRODUGCCION. ...t tttttttit e e e et e eeetttt s e e e e et eetebb s e e e e e e e eetetba e e e e aeeeetebn e e e e aaeeeeenbnaaaaeaaas 24
2.2 MATERIALES ..ttt ittt 24

2.2.1 ACEITES VEJEIAIES ... ..ot 24
A Y (o] aToTo | ITot=T 4 To [0 -SSP 25
2.2.3 Materia grasa COMEICIAL .........uuuuuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiie bbb eebeneneenne 26
P2 |V 1 =5 o] 5T 1 TP 27
2.3.1 Determinacion de la composicion de acidos grasos en glicéridos ............cccee..... 27
2.3.2 Determinacion del punto de fUSION ..........coiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
2.3.3 Preparacion de 10S 0l€0QEIES ..o 29
2.3.4 Determinacién de las propiedades de los oleogeles...........ccoceeeeiiiiiiiiiiiiiiinneeen., 30
2.3.4.1 Capacidad de retencion de aceite............ccceeeeiieeiiiiiiiiiiie e 30
2.3.4.2 Propiedades VISCOEIASHICAS. .....uuuiiieeeeiiieiiiiee e et e e e e eanees 30
2.3.4.3 Propiedades de teXIUIA.........cooeeeeeieee e 32
PR T Y/ To o 1= 1S3 {0 (o [ - PPN 34
2.3.4.5 Comportamiento térmico durante el proceso de calentamiento .................... 35
2.3.4.6 DiIfraCCiON dE FAYOS X....ceeiiiiiiiiiiiiiee ettt e ettt e e e e e et eaaaaeeaaann 35
PR B SR Y F= UL Y S TSy =T 153 1o o J 37
2.4 REFERENCIAS ...ciiiiietee e ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt et et ettt ettt eeeeee et ta et e e et et e et eeteetatteaeaeaeeeeeeeeeeees 38

CAPITULO 3: OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE PREPARACION DE

OLEOGELES.....c.cc ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e baaeeaaae s 40
3.1 INTRODUCCION . ... tttttttii e e e ettt e e e ettt ettt e e e e ettt et b e e e e et e e e eab b e e e e e e e eeennbaa e e aeeaaas 40
3.2 ENSAYOS PRELIMINARES. .....cttttttttuu e eeeetetttttiaa e e eaaeeeetetea e e e aaeeeseabn e e e eaeeeennnbnaaaaaeeeas 43

3.2.1 Determinacion de la concentracion minima de monoglicéridos ..............cccuveee.... 43
3.2.2 Evaluacion de variables de procesamiento en la preparacion de oleogeles ........ 44
3.3 DISENO EXPERIMENTAL 1 (DEL) ....uuiiiieiiiiieiiee e 52
3.3.1 MEtOUOIOGIA ...t e e 52
3.3.1.1 Optimizacion MUIIFESPUESTA..........ueiiiieeiiiiiiiiii e 55
3.3.2 Resultados correspondientes al DEL ...........ccoovuviiiiiiiiieeicceicis e 56
3.3.2.1 Capacidad de retenciOn de acCeite..........cceeveeeviieiiiiiiiie e 60
3.3.2.2 Propiedades de tEXIUIA.........uiiiieeeeieeeiiiee et e e e e e e e e e e aaanas 62

IR T I B 1 U1 {4 N 62



IR T O] a T=1T 1Y/ o F= T [T 64

RS I e I X | =27 AV o =T TN 66
3.3.2.2.4 Fracturabilidad ...............uuuuumemmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie b 67
3.3.2.3 MOAUIO EIASHICO.....cceeieeeiieieiee e 69
3.3.2.4 Viscosidad COMPIEJA........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiie e 73
3.3.2.5 Optimizacion multirespuesta y verificacion de los modelos matematicos...... 76
3.3.2.5.1 Determinacion de los perfiles de enfriamiento............cccoooociiiiiiiiinnnnnns 78
3.3.2.5.2 MICIOBSIIUCTUIA .....cceiiiiiiiiieieeeee e 81

3.4. DISENO EXPERIMENTAL 2 (DE2) ...ttt et e et 83
I 3 |V = (oo (o] 0o | - S SSURPPPRRRN 84
3.4.1.1 Optimizacidn MUItIFESPUESTA.........ceeeviiiiiiii e 86
3.4.2 Resultados correspondientes al DE2 ........cccooooiiiiiiieeeeeeeeee e 86
3.4.2.1 MOAUIO EIASHICO......ceeeiieiiieieeeeeeeee e 88
3.4.2.2 Capacidad de retencion de aCeite...........ooviuuviiiiiiiieeiiiiiiiiieec e 90
3.4.2.3 Propiedades de tEXIUIA..........cccuviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 90
3.4.2.4 Optimizacién multirespuesta (Disefio Experimental 2) .........ccccoeveeeviiiiiiinnnnnn. 91

3.5 CONCLUSIONES . ....ettiteie ettt ettt ettt ettt et e et et e et e ettt et et e e e e e et et e e e e eeeaeaeeees 92
BB REFERENCIAS ...coiiiiiiiei ettt ettt ettt ettt ettt ettt e ettt ettt et et e et e e et a e 94
CAPITULO 4: FORMULACION DE MAGDALENAS CON OLEOGELES........ccccvcuveueee. 98
4.1 INTRODUGCCION......etttteseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnnnnns 98
4.2 FORMULACION DE MAGDALENAS ......uuttuuttsussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnsssnsnnnnnns 102
4.3 ANALISIS DE LAS MAGDALENAS FORMULADAS ......cuuuuueeereenennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnnnnnns 104
T A I = (U | - VOO P PP UPPPTTRPPPPIN 105
4.3.2 MIgracCion € ACEITE .......uuii i i e i e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e eaaees 105
4.3.3. C0I0r e 105
4.3.4 PESO Y QIMENSIONES ... 106
4.3.5 Contenido de HUMEAAM ...........oouiiiiiiiie i e e e e e e e eanees 107
4.3.6 VOIUMEN €SPECITICO ...cciiiiiiiiiiiiiiie e 107
4.3.7 Andlisis de imagenes digitales de la estructura de la miga................cceeeeeeeennn. 108
4.3.8 ANALISIS SENSOMIAL.....cciiiiieeeee e 108
A RESULTADOS ...eetttttteeeeeensesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnnsssnnnsnnns 110
4.4.1 Propiedades de [as magdalenas ..............oouuuiiiiiiie i 111
4.4.1.1 Migracion d€ ACEeItE.........cceeiieiiieiiiieee et 111
O I I =5 L1 | - WP 113
N G 2 o 1o SRR 115
4.4.1.4 PeSO Y AIMENSIONES. .....cciiiiiiiiiiiiiiie ittt 116
4.4.1.5. Contenido de HUMEdAd .........ccooieiiiiieeiiiiiee e e e e e eaanees 117
4.4.1.6 Volumen €SPECIfICO ...cvvviiiiiiiiiiieeeeeeee e 117
4.4.1.7 EStructura de la Miga.......coeueuuieie e e e e e e e e e e eeeees 118
4.4.1.8 ANAISIS SENSOMIaAl......cceiiiiiiiiieeiiieeeee e 121

.5 CONCLUSIONES. ....ttttteteteeeeeeeeesesssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnsnnnsssnnsnnns 123

2.6 REFERENCIAS . .utntt ettt ettt ettt ea e e e e ettt a et a et e et e ea et ea et e ettt e e e e en e e eneeneneens 125



CAPITULO 5: ESTABILIDAD DE OLEOGELES.......cccoviiiieiceieeceeeee e 129

5.1 INTRODUCCION. ... eetttttiit e e e ettt e e e ettt e e e e e e et et ee b s e e e e et et ettt e e e e e aaeeeanban e e eeaaas 129
5.2 METODOLOGIA ...ttt ettt ettt e e e ettt e et b e e e e e ettt ettt e e e e e e e e eeanban e e eeaaas 131
B5.2.1 MALEIIAIES ...eeeeieiiii et e et e e e ta e e 131
ST |V =7 (o T [0 1= 132
5.2.2.1 MOUIO €IASLICO.......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 132
5.2.2.2 Propiedades de teXUIa.........ccooeeeieeie oo 132
5.2.2.3 Capacidad de retencion de aceite...........cccceevieeeiiiiiiiiiiiii e 132
5.2.2.4 Comportamiento tEIMICO .........ueiiieeeiiiiiiiiie s e eetss e e e e e e e e e e e e e aaanees 132
5.2.2.5 MICIOESITUCIUIA. ...uvvuiii e e et e e e et e s e e e e e e e ear e e e e e eaeeennnes 133
5.2.2.6 POIMOI ISMO.....coiiiiiii e e e e e e e aaaens 133
5.2.2.7 COlOT ... 134
5.2.2.8 INCICE A& PEIOXIUOS. ......eeveeveeeeeecteeietee ettt ettt eae v 134
5.2.2.9 Analisis eStadiStiCO .......ccoeeeeeeeie e, 134

B5.3 RESULTADOS ....cciiiiitieiee ettt ettt ettt ettt ettt et e et e e e et e e et et et e e e e et aeeeateaeeteee et teateaataattaeeaeeeees 135
5.3.1 MOAUIO EIASHICO ..o 135
5.3.2 Propiedades A€ tEXIUMA ....uuuei et e e e e e e e e e e 136
5.3.3 Capacidad de retencion de aCEIte ........ccoeeeeiiiiiiiiiiiii e 138
5.3.4 Comportamiento tEIMICO ......cceieeiiieeiiiiees e e e e e e e et e e e 139
IR IE Y[ Tox o 1] £ U o £ - R 141
EIRC T = o 110 Lo g /1] 1 1o 100 143
TR T 0] o I P 144
5.3.8 INAICE 0 PEIOXIAOS ......vevveeeeeeeeete ettt te ettt re e 145
5.4 CONCLUSIONES. ...t i tttteeee et ee e e ettt ettt ettt ettt ettt e ettt ettt e ettt e ettt e et e te et eeeteeetteeeaeeeaeeeeeeeeeees 146
5.5 REFERENCIAS «..eiiiiteeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et ettt ettt ettt e et te et e et e ee e et eeteeaeeeeaeeeeees 147

......................................................................................................................................... 151
6.1 INTRODUCCION. ...cetietiiiiitiittte e e e e e e e ettt e e e e e e e s s bbbt e e e e e e e e e e sabbbs et e e e e e e e e s nnbbbeeeaaaaeeaaanns 151
6.2 MATERIALES Y METODOS ....tttttieeeaaauttitteeteaaeesaaasssssseeeaaeaaaaasnssssseeaaeessaaanssssseeaaaasasannns 153

T2 1V = =T g T = 153
G2 |V = o T [0 1 153
6.2.2.1 Preparacion de oleogeles mediante aplicacién de ultrasonido.................... 153
6.2.2.2 Propiedades de 0le0geles ...........oooo i 157
6.2.2.2.1 Capacidad de retencion de aceite ...........cccuuvveeeeeeeeeiiiiiiiiiieee e 157
6.2.2.2.2 Propiedades VISCOBIASHICAS ..........uuiiiieeiiiiiiiiiieeee e 158
6.2.2.2.3 Comportamiento térmico durante el proceso de calentamiento............. 158
6.2.2.2.4 Contenido de SONAOS..........ccovviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee e 158
6.2.2.2.5 Andlisis del perfil de teXtura...........cuevvvveviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 159
6.2.2.2.6 MICIOBSITUCTUIA ... .eeeieeiiieiiee et e e e e e e e e e e e e eeeeee 159
6.2.2.3 Analisis eStadiStiCO ....ccceeeeeeeeeee e 159
6.3 RESULTADOS ....ctiiieiiiiiititetetee e e e e ettt e e e e e skt e et e e e e e e e e bbb et e e e e e e e e e nnbbn e e e eaeaeeaaanns 160
6.3.1 Capacidad de retencCiOn de ACeItE ...........uueiiiieeriiiiiiiiieiie e 160
6.3.2 Propiedades VISCOEIASHICAS ......ccuiiiiiiiiiiiiiiie et 162
6.3.3 Comportamiento térmico de los oleogeles durante el calentamiento................. 165
SRS I @fo] o] (=1 a1l [o 1o SIS0 ] [0 [0 TR 170
6.3.5 Propiedades de tEXIUIa ... ..o e 173
6.3.6 Propiedades MICrOSCOPICAS ... .uuuuurrurrrnunnnnnnnnnnnnennnnnnnnnnnnnnnnnnnnnssnsnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 179

6.4 APLICACION DE ULTRASONIDO EN LA OBTENCION DE OLEOGELES EMPLEANDO UN METODO
ALTERNATIVO et et e et e e e s e et s e e eaaes 183



6.4.1 PreparacCion de OlE0QEIES........ccooiiiiiicce et 184

6.4.2 Medicion de las propiedades de 10S 0le0geles .......coooevviiiiiiiiiiii e, 186
6.4.2.1 Punto de fusion (PF) y temperatura de cristalizacion (Tc¢) .......ccceeeeeveeeeeiennns 186
6.4.2.2 POIMOITISIMO ... e e e et e e e e e e eeaenes 187

G o {1 U] = To [0 1= 187
6.4.3.1 Punto de fusion (PF) y temperatura de cristalizacion (Tc) ........oooevvvvveeeeenn. 187
6.4.3.2 Comportamiento térmico durante el calentamiento................ccccceeeeeeeeeen. 188
6.4.3.3 Microestructura y apariencia Visual............ccccooeeiiiiiiiiiiiiieeeecciceee e 191
6.4.3.4 Contenido de SONAOS ........cooeeeeeeeeeeeee 194
6.4.3.5 POIMOITISMO....ccoiiieeeeeeeeee e 196
6.4.3.6 Propiedades de tEXIUIA........cuuuuiiii e e e e e e e e e e eaanees 198
6.4.3.7 MOAUIO €IASLICO........cceeeeeeeeeeeeeee e, 202
6.4.3.8 Capacidad de retencion de acCeite...........cceeeeeeeeeeeee e, 204

6.5 CONCLUSIONES . .....ciitiiieeeiiee e ettt ettt ettt e et ettt e e e e et e e e e e e e et e ettt e eeeateatetteaaetattettateatarareaeees 206
6.6 REFERENCIAS ....ciiiiiieieeeeee et e ettt ettt e ettt e et e e ettt e e e et e et e ettt e e eeateee et aeaetteatatteateaaeaaeeeees 208
CAPITULO 7: CONCLUSIONES GENERALES Y TRABAJO FUTURO .......c.cceeveereneee. 213
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt ettt et ettt eeteete e e et e eteareareanes 219
INDICE DE FIGURAS ...ttt ettt ettt ettt ettt et e etestaaneeeeeaeaneareaneas 221

NOMENCLATURA et e e et s e e e e et e nnnnna s s e e eeeeennnes 226



Capitulo

INTRODUCCION
GENERAL

1.1 Funcionalidad de aceites y grasas en alimentos

Los acilglicéridos constituyen el componente mayoritario de los lipidos de reserva
energética, siendo muy abundantes en el tejido adiposo animal y en las semillas y frutos de
las plantas oleaginosas. Quimicamente se definen como ésteres de acidos grasos (FA) y
glicerol. El glicerol es un alcohol con tres grupos hidroxilos (-OH), mientras que los acidos
grasos se encuentran conformados por un grupo carboxilo unido a una cadena
hidrocarbonada (generalmente de 12 a 22 atomos de carbono). Los grupos hidroxilos del
glicerol se puede combinar con uno, dos o tres acidos grasos para formar monoglicéridos
(MG): 1-MG, 2-MG o 3-MG, diglicéridos (DG): 1,2-DG o 1,3-DG, vy triglicéridos (TG),

respectivamente (Figura 1.1).

0 (0]
CHa- O—E— R1 CH2— O—E— R1 CH2— O—(I'i— R1
(0]
CH— OH CH—0-C-R 2 CH—0-C-R 2
CH2-OH CH2-OH CHZ‘“O'(":"R 3
(a) MG (b) DG (c) TG

Figura 1.1. Representacion esquematica de la estructura de (a) monoglicéridos (MG), (b) diglicéridos
(DG) y (c) triglicéridos (TG) conformados por una molécula de glicerol unida a distintos radicales (R)

de &cidos grasos.
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Los DG surgen como compuestos intermedios en el proceso de la digestién y
absorcion de los TG. Son ampliamente ingeridos en nuestra dieta diaria y se han demostrado
los efectos nutricionales beneficiosos de los DG ricos en los isémeros 1,3, en comparacion
con los TG, ante la prevencién y tratamiento de la obesidad y de la digestion de los lipidos.
Los DG, generalmente en una mezcla con monoglicéridos, son empleados como aditivos
alimentarios y se utilizan en gran medida como emulsionantes. Sin embargo, son los MG
quienes ofrecen mayor interés comercial, ya que son los surfactantes alimenticios mas
empleados. Ejemplo de ellos son los monoglicéridos del acido esteérico, oleico y ricinoleico
(Sikorski y Kolakowska, 2010).

En general, los aceites y las grasas empleados para alimentacion estan constituidos
mayoritariamente por TG. Estos presentan principalmente tres clases de acidos grasos: los
saturados (SFA) (como &cidos palmitico, C16:0, y estearico, C18:0), monoinsaturados
(MUFA) (como &cido oleico, C18:1) y poliinsaturados (PUFA) (como acidos linoleico-omega
6, C18:2, y linolénico-omega 3, C18:3) (Figura 1.2). Las tres posiciones de esterificacion en
los TG pueden aparecer con tres FA iguales, dos iguales y uno distinto, o los tres diferentes.
Para diferenciar estas posiciones se utiliza el sistema de numeracién estereoespecifica (sn-
1, sn-2 y sn-3). En las grasas y aceites naturales, los acidos grasos saturados se distribuyen
mayoritariamente en las posiciones sn-1 y sn-3 del glicerol y, por lo tanto, la posicion sn-2
gueda preferentemente ocupada por acidos grasos insaturados. Las posiciones sn-1, sn-2 y
sn-3 en los TG determinan el destino metabdlico de la grasa en la dieta durante los procesos
de digestion y absorcién. La hidrolisis enzimatica de los TG representa la principal actividad
de digestién. La hidrdlisis preferencial por lipasas pancreaticas y de lipoproteinas se dirige a
los &cidos grasos en sn-1 y sn-3, dando como resultado &cidos grasos libres (FFA) y
monoacilgliceroles sn-2. El tipo de acido graso y su estereoespecificidad en las moléculas de
TG determina en gran medida su funcionalidad, asi como su punto de fusion. Por ejemplo, el
punto de fusién del chocolate, justo por debajo de la temperatura del cuerpo humano, puede
atribuirse a la presencia de C18:0 y C16:0 exclusivamente en posiciones sn-1y -3,y a la
presencia de C18:1 en la posicion sn-2 (Karupaiah y Sundram, 2007).
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e~~~ Acido Palmitico (C16:0)
~ e~~~ Acido Estedrico (C18:0)
S~~~y Acido Oleico (€18:1)

~ e~~~ Acido Linoleico (€18:2)

N e + Acido Linolénico (C18:3)

Figura 1.2. Ejemplos de distintas clases de &cidos grasos: saturados (estearico y palmitico),

monoinsaturado (oleico), y poliinsaturados (linoleico y linolénico).

La denominacién que reciben los lipidos, mayoritariamente conformados por TG,
“aceite” y “grasa”, se debe al estado fisico de los mismos a temperatura ambiente. Los aceites
se presentan liquidos, mientras que las grasas se encuentran en estado soélido a dicha
temperatura. En general, las grasas contienen mayor proporcion de acidos grasos saturados,
los cuales poseen una estructura tridimensional lineal (Figura 1.3) que les permite
acomodarse “ordenadamente” en el espacio, presentando asi un punto de fusion elevado
(O'brien, 2008). Por otro lado, los aceites presentan por lo general mayor proporcion de acidos
grasos insaturados. Los acidos grasos insaturados poseen dobles enlaces C=C, y en algunos
casos muy particulares pueden presentar también triples enlaces, y pueden tener una o0 mas
insaturaciones a lo largo de la cadena carbonada. Los dobles enlaces estan generalmente
separados por un grupo metileno (-CHz-), por lo que no son conjugados. Dependiendo de la
ubicacion de los atomos de hidrégeno (H) de los carbonos involucrados en los dobles enlaces,
estos pueden presentar configuracion cis o trans, segin se encuentren ambos hidrogenos del
mismo lado o en lados opuestos de la cadena carbonada, respectivamente. La configuracion
cis le confiere a la estructura de la molécula una cierta torsion, dificultando asi que puedan
ajustarse a una red cristalina y por ende, caracterizadndose las mismas por poseer bajos
puntos de fusion. La configuracion trans es mas simétrica, confiriéndole puntos de fusion

intermedios entre los de los &cidos grasos saturados y los insaturados cis (Kodali y List, 2005).
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oM oM

Figura 1.3. Estructuras tridimensionales de los acidos grasos (a) saturado, (b) insaturado trans y (c)

insaturado cis.

En la naturaleza, la mayoria de los isbmeros presentes en los aceites y grasas
pertenecen a la conformacion cis. Los acidos grasos cis pueden sufrir isomerizacién, dando
lugar a 4cidos grasos trans. Esta conversién de cis a trans requiere mucha energia, por lo
cual suele ocurrir en procesos industriales donde se utilizan altas temperaturas y en presencia
de catalizadores. La principal fuente de acidos grasos trans (AGT) en los alimentos es el
proceso de hidrogenacién parcial de los aceites vegetales. En este proceso, parte de los
dobles enlaces se convierten en enlaces simples por incorporacion de hidrogeno. El producto
principal que se obtiene son TG formados por acidos grasos saturados (de mayor punto de
fusion que los TG originales) y como subproducto se obtiene una cierta proporciéon de TG con
acidos grasos insaturados convertidos al isémero trans (Herrera y Rodriguez, 2006).

Ademas de actuar como fuente de energia para la mayoria de las células del
organismo, los aceites y grasas son ingredientes fundamentales en la industria de los
productos de panaderia y confiteria. En particular, en este ambito se emplea el termino
shortening para referir a las materias grasas plasticas comestibles que se utilizan en la
elaboracion. Las grasas en los productos de panaderia confieren una textura mas suave,
contribuyen a resaltar el sabor y dan una sensacion bucal himeda, aportandoles ademas
estructura, lubricacién e incorporacion de aire. Las propiedades que determinan la capacidad
de una materia grasa para llevar a cabo estas funciones son:

> La relacion entre las fases sélida y liquida de la grasa.
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» La plasticidad de la materia sélida de la grasa.
» La estabilidad oxidativa de la grasa o aceite.

La porcion sélida de una materia grasa contribuye a la estructura de la masay a la del
producto final y retiene las burbujas de aire durante el amasado. Estas dos funciones son
claves en la seleccion de una materia grasa adecuada para una aplicacion especifica (Padley
y col.,, 1986). Otra caracteristica importante en aceites y grasas, que determina su
funcionalidad y posterior aplicacién en alimentos, es el polimorfismo. Los aceites y grasas
generalmente cristalizan en tres (a, B', ) o mas formas cristalinas. El polimorfismo permite la
existencia de mudltiples puntos de fusibn y estd asociado con diferentes tipos de
empaquetamiento de las cadenas de carbonos de los 4cidos grasos o con diferentes angulos

de inclinacién (d'Souzay col., 1990).

1.2. Probleméatica mundial: consumo de grasas saturadas y trans

En las Ultimas décadas ha quedado ampliamente documentado el efecto negativo que
presenta el consumo de grasas trans y saturadas sobre la salud humana (Gunstone, 2001).
Los acidos grasos saturados que ocupan las posiciones sn-1 y sn-3 de los triglicéridos y
tienen puntos de fusion elevados presentan dificultad para ser absorbidos a la temperatura
corporal. Se ha demostrado que los acidos grasos saturados de cadena larga (14:0-24:0),
como el acido palmitico, contribuyen a incrementar los niveles de colesterol en sangre, siendo
perjudicial para la salud humana; una excepcion a este efecto se ha reportado para el 4cido
estearico, al que se le atribuye un efecto neutro (Akoh y Lai, 2005). Por otro lado, diversos
estudios clinicos han demostrado que los AGT tienen un efecto adverso sobre el perfil lipidico
similar al de las grasas saturadas, ya que elevan las concentraciones séricas de los
triglicéridos de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y disminuyen la concentracion sérica
de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Ballesteros-Vasquez y col., 2012). Esto se debe
a que los AGT pueden modificar la composicion de los fosfolipidos de las HDL, alterando sus
funciones antiinflamatorias en el sistema sanguineo. De esta manera, la ingesta excesiva de
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este tipo de grasa (>1% de la ingesta caldrica diaria total) contribuye al incremento de los
niveles de colesterol en sangre y, por lo tanto, al aumento del riesgo de contraer
enfermedades cardiovasculares e incluso padecer muerte subita. Ademas, se ha reportado
gue el consumo de AGT se asocia a enfermedades como la diabetes, ciertos tipos de cancer
y obesidad (Rogers, 2009). Asimismo, se ha demostrado que el consumo elevado de grasas
trans y saturadas, e incluso el consumo de bajas cantidades a largo plazo, produce la
disminucion del tamafio de las LDL, lo cual se asocia al proceso de formacion de
ateroesclerosis y afecta el perfil lipidico ((Ballesteros-Vasquez y col., 2012). Con base en
estos estudios, algunos paises han impuesto prohibiciones a nivel nacional para los aceites
parcialmente hidrogenados, que son la principal fuente de grasas trans de produccion

industrial.

1.2.1 Regulaciones a nivel mundial

Durante los ultimos afios, varios paises han aplicado diversas regulaciones con el
objetivo de limitar el contenido de AGT en los alimentos y reducir la ingesta de grasas
saturadas en sus poblaciones. A modo de ejemplo, en el afio 2006 en Canada se estableci6
gue los productos alimenticios no solo debian contener menos de 0,2 g de grasas trans por
porcion, sino también menos de 2 g de grasas saturadas. En ese mismo afio, la Agencia de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés-Food and Drug
Administration) establecio la obligatoriedad de especificar el contenido de grasas trans de
manera separada del contenido de grasas saturadas en la informacion nutricional provista en
la etiqueta. De esta manera, la FDA reconocio que, entre 2003y 2012, el uso de grasas trans
se redujo aproximadamente un 80% en ese pais. Ademas, en 2015, la FDA establecié un
plazo de tres afios para eliminar las grasas trans de los alimentos procesados, instando a los
productores de alimentos a usar una cantidad minima grasas saturadas y/o encontrar

ingredientes alternativos.
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En Argentina, en el afio 2010, se incorporo al Cédigo Alimentario Argentino el Articulo
155 tris, donde se especificé que el contenido de AGT de produccion industrial en los
alimentos no debia ser mayor a 2% del total de grasas en aceites vegetales y margarinas
destinadas al consumo directo y a 5% del total de grasas en el resto de los alimentos.
Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda que la ingesta

total de grasas trans se limite a menos del 1% de la ingesta energética total. Mas aun, eliminar
los AGT de los alimentos de produccion industrial es una de las metas prioritarias
especificadas en el 13° programa general de trabajo, que orientara las actividades de la OMS
de 2019 a 2023. El conjunto de medidas propuesto (denominado REPLACE por su acrénimo
en inglés: Review, Promote, Legislate, Assess, Create, Enforce) sirve de guia para los paises
en la aplicacién de acciones encaminadas a eliminar los AGT de produccién industrial, y
define seis areas de accion estratégica de apoyo para la eliminacion rapida, completa y
persistente de los AGT de los alimentos de produccién industrial (World Health Organization,
https://www.who.int):

1. Examen de las fuentes dietéticas de AGT de produccién industrial y del panorama general

para la introduccién de los cambios normativos necesarios.

2. Fomento de la sustitucién de los AGT de produccién industrial por grasas y aceites mas

saludables.

3. Legislacion o aprobacion de medidas reguladoras para eliminar los AGT de produccion

industrial.

4. Evaluacion y seguimiento del contenido de AGT de los alimentos y del consumo de AGT

por la poblacion.

5. Concientizacion de los planificadores de politicas, los productores, los proveedores y la

poblacién sobre los efectos negativos de los AGT en la salud.

6. Obligacion de cumplimiento de las politicas y reglamentos.

7|


https://www.who.int)/

Capitulo 1: Introduccién

1.2.2 Alternativas a las grasas trans: estructuracion de lipidos

Como se mencion6 anteriormente, las grasas son componentes fundamentales de los
productos alimenticios, ya que brindan un aporte importante a su sabor, color, textura y vida
atil. Los AGT que se encuentran en los alimentos pueden ser de dos origenes: bioldgico o
tecnoldgico. Los de origen bioldgico se encuentran en pequefas trazas en aceites vegetales
y, ademds, se producen mediante una biohidrogenacion parcial de los &cidos grasos
insaturados por accién de microorganismos (bacterias y protozoos) presentes en el estbmago
de los rumiantes, los que son incorporados a los distintos tejidos del animal. Estos AGT se
encuentran, fundamentalmente, en carnes, leches y derivados lacteos de animales rumiantes,
y representan cantidades mucho menores que las consumidas a partir de los productos
industrializados. La mayor parte de los AGT que se consumen en la dieta humana (>90%)
resultan de procesos tecnolégicos aplicados en la industria, principalmente de la
hidrogenacién parcial de aceites vegetales y/o marinos. De este modo, se encuentran
mayoritariamente en alimentos de consumo masivo formulados con grasas sélidas o
semisélidas, como margarinas y mantecas industriales, productos de fritura y de reposteria,
helados y gran variedad de shacks (Gunstone, 2001; Rogers, 2009), como se intenta reflejar

en la Figura 1.4.

Figura 1.4. Ejemplos de alimentos en los que se emplean grasas conteniendo AGT para su

elaboracidn: productos de panaderia, margarinas, frituras, rellenos de galletitas, helados, snacks.
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Esta probleméatica mundial ha impulsado la busqueda de productos con caracteristicas
fisicas y funcionales similares a los existentes en el mercado, pero que presenten un perfil
lipidico mas saludable. Las estrategias tecnoldgicas que se utilizan para reemplazar las
grasas trans en alimentos son: fraccionamiento, interestificacién, cambios en la formulacion,
modificacion de la composicion de acidos grasos de la variedad vegetal por ingenieria
genética o por cruzamiento convencional, y modificacion del proceso de hidrogenacion
tradicional (Tarrago-Trani y col., 2006; Rogers 2009; Wang y col., 2016). Estas tecnologias,
gue pueden emplearse solas o combinadas, permiten modificar los puntos de fusién de las
grasas y aceites con el fin de mejorar sus propiedades segun sus aplicaciones especificas y
aumentar su estabilidad (Kodali y List, 2005). A continuacion se describen brevemente:

1. Fraccionamiento. Se refiere al proceso de cristalizaciébn y separacion de las fases
(fracciones de TG de un aceite o0 grasa) de acuerdo a sus puntos de fusion, dando lugar a
dos 0 mas productos funcionales a partir del mismo producto original (Zaliha y col., 2004).
2. Interestificacion. Se emplea para modificar la distribucion de &cidos grasos en los
gliceroles de TG, lo que permite variar el punto de fusion y la funcionalidad de una grasa.
Puede hacerse empleando un proceso quimico o por medio de enzimas especificas (Kellens,
2000). Mediante la interesterificacién enzimatica es posible modificar posiciones especificas,
generalmente las posiciones sn-1 y sn-3 dejando relativamente intacta la posicién sn-2,
siendo ésta la de mayor absorcién del organismo (Criado y col., 2007).

3. Modificacion de la composicion de acidos grasos de la variedad vegetal por ingenieria
genética. Este método permite modificar el genotipo especifico en cada variedad de plantas
dando como resultado una determinada composicion de acidos grasos. Por ejemplo, se han
obtenido semillas de girasol y de canola conteniendo aceites con alto contenido de acido
oleico y estearico y bajo contenido de acido linolénico, lo que les confiere una elevacion en
su punto de fusion y una estabilidad oxidativa mejorada, favoreciendo su uso en algunas
aplicaciones de panaderia. De esta manera, el aceite de girasol alto oleico se convirtié en

una alternativa con una marcada ventaja nutricional debido a su alto contenido en acidos
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grasos insaturados, pero también tecnoldgica, ya que presenta gran estabilidad oxidativa

(Martinez-Force y col., 2004).

4. Hidrogenacion total o parcial, en condiciones de proceso distintas de las tradicionales.
Las razones principales por las que se hidrogenan los aceites vegetales son para aumentar
su estabilidad oxidativa (mejorando las caracteristicas organolépticas e incrementando su
vida media), temperatura de fusién y contenido de sdlidos (mejorando su textura y
funcionalidad para aplicaciones alimenticias). Los procesos de hidrogenacion parcial han
evolucionado en el tiempo, habiéndose llegado a desarrollos tecnol6gicos que permiten
producir grasas con porcentajes bajos de isomeros trans y con funcionalidad aceptable
para elaborar algunos productos. También se emplea la hidrogenacion total, que
transforma todos los acidos grasos insaturados en saturados, y la grasa sélida que se
obtiene puede mezclarse con aceites vegetales para producir una grasa cero trans (Jang
y col., 2005).

5. Estructuracion de aceites. Esta metodologia refiere a la formacion de sistemas
semisolidos a partir de una fase continua (aceite vegetal) y un agente estructurante que
tiene la capacidad de “atrapar” fisicamente al aceite formando una red tridimensional. Los
materiales asi obtenidos se denominan oleogeles. La capacidad de estructurar altas
cantidades de aceite (> 90 %p/p) con bajas concentraciones de agente estructurante hace
gue esta tecnologia sea considerada una herramienta muy eficaz para mejorar el perfil
nutricional de alimentos, obteniendo productos “cero grasa trans” y bajos en grasas
saturadas (Patel y Dewettinck, 2016). Tal es asi, que en los Ultimos afios el numero de
patentes y publicaciones respecto a la formulacion y caracterizacion de oleogeles ha

aumentado significativamente (Patel y Dewettinck, 2016).

1.2.2.1 Oleogeles

Tal como se mencion6 en el apartado anterior, un oleogel puede definirse como un

material semisolido que se obtiene al atrapar aceite en una red de gel tridimensional. Esta
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red se forma por el ensamblaje entre moléculas (agentes estructurantes) que son afadidas
generalmente en baja concentracion al aceite. Los agentes estructurantes pueden ser 4cidos
grasos, alcoholes grasos, ceras, monoglicéridos, proteinas, lecitinas, fitoesteroles,
polisacaridos modificados, ceramidas y demas compuestos que tengan la capacidad de
autoensamblarse (caracteristica dada generalmente por su caracter anfifilico), permitiendo la
formacion de una red que impide que el aceite fluya (Co y Marangoni, 2012; Marangoni y
Garti, 2018). Los mismos pueden ademas ser usados solos 0 en mezclas, ya que en ciertas
combinaciones han demostrado ser mas efectivos, tal ha sido el caso de &cidos
grasos/alcoholes grasos, lecitina/sorbitan triestearato y fitoesteroles/oryzanol (Hughes y col.,
2009).

La eficiencia del proceso de gelificacion esta dada, en primer lugar, por la composicion
y naturaleza quimica del agente estructurante. En general, dependiendo del tipo de agente
estructurante usado en la formulacibn de oleogeles, se pueden distinguir distintos
mecanismos de gelificacion, que incluyen la formacion de redes cristalinas tridimensionales,
redes fibrilares autoensambladas, emulsiones estructuradas, redes poliméricas, entre otras
(Pernetti y col., 2007; Marangoni y Garti, 2018). En base al tipo de gelificacion, los métodos
propuestos en la literatura para el desarrollo de oleogeles se pueden clasificar en directos e
indirectos. En los métodos directos el agente estructurante se incorpora directamente en la
fase oleosa porque presenta la particularidad de ser miscible o inmiscible en la misma segun
la condicion térmica del sistema. En los indirectos, el agente estructurante no posee esta
propiedad por lo que debe ser sometido a un tratamiento previo para estructurarse y/o
proporcionarle la capacidad para interaccionar con la fase oleosa.

Los métodos directos son los que presentan, en la actualidad, mas opciones de
agentes estructurantes posibles. La mayoria de los oleogeles estudiados, reportados en la
literatura, son formados por compuestos poliméricos de bajo peso molecular. Estos
compuestos generalmente forman estructuras supramoleculares en los oleogeles a través de
interacciones no covalentes, lo que les confiere el caracter termorreversible (Co y Marangoni,
2018). En el caso de los sistemas donde el agente estructurante cristaliza, su mecanismo de
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cristalizacion desempefia un rol fundamental en la estructura final del oleogel, como asi
también las interacciones entre los cristales formados, que determinan sus propiedades
fisicoquimicas (Marangoni y Garti, 2011). El agente estructurante se dispersa y solubiliza en
la fase liquida del aceite a temperaturas por encima de su punto de fusién, y posteriormente
se enfria bajo condiciones dinamicas (agitacion) o estaticas, que dan lugar a la cristalizacion
de estas moléculas (Patel y Dewettinck, 2016). Tal como sucede en la formacién de grasas
sélidas, este proceso de cristalizacién implica nucleacién, agregacion y crecimiento de
cristales, para lograr la formacion de la red estructural. Sin embargo, el tipo y la morfologia
de los cristales formados, la tendencia al crecimiento unidireccional y el menor grado de
agregacion entre los cristales formados, diferencian la cristalizacion de los agentes
estructurantes en aceites de los cristales de grasas solidas convencionales. La Figura 1.5
muestra imagenes obtenidas mediante microscopia Optica de luz polarizada y microscopia
electrénica de barrido, donde se identifica la morfologia de cristales formados por TG de alto
punto de fusion (Figuras 1.5-A y D), en comparacion con las estructuras cristalinas formadas
en oleogeles por MG (Figuras 1.5-B y E) y ceras de girasol (Figuras 1.5-C y F). Los cristales
formados a partir de TG se forman en todas las dimensiones dando lugar al crecimiento de
cristales en forma aproximadamente esférica, mientras que los cristales formados por la
estructuracion de aceites con MG y ceras muestran crecimiento en una y dos direcciones,
respectivamente, resultando en estructuras mayoritariamente lineales que favorecen la
formacion de una red cristalina continua. Las grasas forman “nanoplaquetas” (Acevedo y
Marangoni, 2010), mientras que los MG dan lugar a microestructuras en forma de fibras (tipo
aguja) (Rocha-Amador y col., 2014), y las ceras gelifican en aceites formando estructuras
bidimensionales, denominadas “microplaquetas” (Toro-Vazquez y col.,, 2007). De esta
manera, las caracteristicas de la red cristalina formada dependen de las fuerzas
intermoleculares existentes entre los cristales formados, y las interacciones del agente
estructurante con el aceite, los cuales estan influenciados por la composicién quimica del

estructurante (Patel y Dewettinck, 2016).
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Figura 1.5. Imagenes microscopicas obtenidas mediante: microscopia Optica de luz polarizada (linea
superior) y microscopia electréonica de barrido (linea inferior). Ejemplos de estructuras cristalinas
presentes en (A,D) grasas sélidas; oleogeles formulados a partir de la estructuracién de aceites con
(B,E) monoglicéridos, y (C,F) ceras (Fuente: Acevedo y Marangoni, 2010; Da Pieve y col., 2010; Blake
y Marangoni, 2015, Patel y Dewettinck, 2016).

Los oleogeles formulados utilizando MG saturados se vislumbran como unos de los
mas prometedores para reemplazar las grasas trans y reducir las saturadas (Co y Marangoni,
2012). Esto se debe a su excelente capacidad para autoensamblarse en dominios hidrofilicos
e hidrofébicos. En medios hidrofébicos, los MG son capaces de autoensamblarse en bicapas
gue conducen a la formacion de una red cristalina que impide que el aceite fluya, obteniendo
asi un material semisélido a partir de un medio liquido (como se describi6é anteriormente y se
esquematiza en la Figura 1.6). El autoensamblaje se realiza a través de interacciones no
covalentes. Las interacciones responsables de la gelificacion incluyen enlaces de puente
hidrogeno, interacciones 11-11, electrostéticas y de Van der Waals (Rogers, 2009). Varios
autores han reportado la obtencién de oleogeles a partir de aceites vegetales y MG a través
de la formacioén de fases laminares inversas (Qjijo y col., 2004a,b; Chen y Terentjev, 2009,
2011, Da Pieve y col., 2010; Lopez-Martinez y col., 2014). Asi, en el ambiente hidrofobico (es
decir, en el aceite vegetal) la cabeza hidrofilica correspondiente a los MG esta en medio de
la bicapa adoptando una estructura bidimensional (Chen y Terentjev, 2009). Dicha
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conformacion es estabilizada por los enlaces de hidrégeno entre los grupos —OH secundarios
y primarios de los grupos de MG a través de las bicapas, siendo este autoensamblaje el
responsable de la formacion de la fase laminar inversa que conduce a la gelificacion del
aceite. Las propiedades elasticas asi logradas en el sistema aceite/MG permiten la obtencién
de productos con propiedades mecéanicas aptas para ser utilizados en la produccién de
sustitutos de grasas trans y grasas con alto contenido de acidos grasos saturados (Lopez-

Martinez y col., 2015).

Agitacion
magnética

Enfriamiento

Aceite

Bicapa de MG

AR
= = %I&
.

= S= =
= ¥ &

OLEOGEL

Figura 1.6. Proceso de elaboracion de oleogeles a partir de aceites y monoglicéridos (MG). Tp:
temperatura de preparacion, Te: temperatura de enfriamiento.
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Trabajos de investigacidbn previos han estudiado el comportamiento de la
microestructura y de las propiedades reoldgicas de diversos sistemas constituidos por
monoglicéridos en: aceite de avellanas (Garti y Satd, 2001), aceite de higado de bacalao (Da
Pieve y col., 2010), aceite de maiz (Kesselman y Shimoni, 2007) y aceite de oliva (Ojijo y col.,
2004b; Kesselman y Shimoni, 2007; Da Pieve y col., 2010). Los monoglicéridos empleados
en estos estudios fueron monomiristina, monopalmitina y monoestearina, como mezclas o por
separado. Para la caracterizacion de los oleogeles se emplearon técnicas reolégicas,
térmicas, mecdnicas y de analisis de la nano y microestructura.

Es importante notar que las caracteristicas fisicas y estructurales de estos sistemas
no solo quedan definidas por la naturaleza del agente estructurante y del aceite, sino también
por las condiciones térmicas y mecanicas establecidas durante su procesamiento (Ojijo y col.,
2004b; Da Pieve y col., 2010; Co y Marangoni, 2012; Rocha-Amador y col., 2014). Estudios
previos han establecido los principios que gobiernan la formacién estructural de un oleogel,
intentando relacionar las caracteristicas micro y nanoestructurales con el comportamiento
térmico y reolégico (Garti y Satd, 2001; Ojijo y col., 2004b; Kesselman y Shimoni, 2007; Da
Pieve y col., 2010). En estos estudios se demostrd que tanto al aumentar la concentracién de
monoglicéridos utilizada en la formulacion de oleogeles, como al disminuir la velocidad de
enfriamiento aplicada durante su procesamiento, se incrementa la elasticidad de la estructura
final. Ademas, se evidencié que el esfuerzo de corte aplicado durante el proceso de
enfriamiento tiene gran influencia sobre la dureza de la red cristalina, demostrando que los
procesos de gelificacion bajo condiciones estaticas resultan en una estructura con mayor
capacidad de retencién de aceite. Sin embargo, existe poca informacion acerca de la relacion
entre todas las condiciones de preparacion y las propiedades finales que presenta el oleogel.
Por este motivo, uno de los objetivos de la presente tesis es la formulacion y caracterizaciéon
de oleogeles obtenidos a partir de monoglicéridos y aceites vegetales, incluyendo el estudio
detallado de la influencia de las condiciones de procesamiento sobre la estructura y el

comportamiento de estos nuevos materiales.
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El ultrasonido de alta intensidad (US) es una técnica que usa ondas acusticas en
niveles de baja frecuencia (20-100 kHz) y alta potencia (10-10000 W/cm?). Se basa en la
propagacion de ondas acusticas inaudibles a través de un medio (generalmente liquido) a
bajos niveles de frecuencia (20-100 kHz), las cuales generan variaciones de presion, dando
como resultado la formacién de microburbujas (cavidades) que, con los sucesivos ciclos de
US, alcanzan un tamafio critico y colapsan. Esta implosion libera la energia acumulada y
ocasiona, entre otros efectos, incrementos de temperatura instantaneos y choques
mecanicos (Ureta y col., 2017). El ultrasonido de alta intensidad (US) se considera una
tecnologia emergente dentro del campo de procesamiento de alimentos. Entre los efectos
gue se pueden generar por la aplicacion de US se encuentra la modificacion del
comportamiento de cristalizacion o sonocristalizacion (Ye y Martini, 2015). Dado que durante
el proceso de cristalizacion de lipidos se generan cambios en la estructura interna, la
morfologia y el ordenamiento molecular, la aplicacion de US puede modificar este proceso,
alterando el crecimiento y tamafo de cristales y por ende, modificando la funcionalidad de
este tipo de productos (Ye y col., 2011; Jana y Martini, 2014). Hasta el momento, existen
pocos trabajos, y de reciente publicacion, sobre la aplicacién de US en oleogeles (Sharifi y
col., 2018; da Silva y col., 2019). Por lo tanto, la evaluacién de la aplicacion de ultrasonido de
alta intensidad como herramienta de procesamiento adicional para obtener oleogeles con
caracteristicas fisicoquimicas similares a las de las grasas que se busca reemplazar (grasas

trans y grasas con alto contenido de saturados) es otro de los objetivos de la presente tesis.

1.2.2.2 Aplicacién de oleogeles en alimentos

Para que el oleogel producido pueda ser empleado como ingrediente graso en la
elaboracion de alimentos debe cumplir ciertos requerimientos: ser de grado alimenticio y
econdémico, contener bajas concentraciones de agente estructurante (para que la

composicion nutricional que predomine sea la del aceite) y exhibir propiedades fisicoquimicas
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similares al material graso que se intenta reemplazar (Co y Marangoni, 2012). Ademas,
resulta necesario estudiar los efectos de la incorporacion de oleogeles en la matriz alimenticia,
analizando las posibles interacciones que pueden ocurrir ya sea durante su elaboracion y/o
en el procesamiento posterior del alimento.

Independientemente de la composicién de la red, los oleogeles presentan numerosas
aplicaciones potenciales en alimentos. Ademas de ser empleados como sustitutos de las
grasas trans y saturadas, pueden ser usados como inhibidores de la migracion de aceite en
ciertos productos alimenticios, como estabilizantes de emulsiones, y para encapsulacién de
compuestos bioactivos (Hughes y col., 2009). Algunos estudios han reportado el efecto del
reemplazo de la materia grasa convencional por oleogeles formulados con diferentes
estructurantes en distintos productos: carnicos (Zetzl y col., 2012; Toledo y col., 2016),
helados (Zulim Botegay col., 2013; Moriano y col., 2017) y panificados (Calligaris y col., 2013;
Patel y col., 2014; Onacik-Gir y col., 2015; Mert y Demirkesen, 2016; Lim y col., 2017),
analizando los cambios en las propiedades fisicoquimicas del producto final y evaluando,
también, la migracion de aceite, considerada un efecto indeseable. Sin embargo, existe
informacion limitada en la literatura sobre uso de oleogeles de monoglicéridos en la
elaboracion de productos panificados dulces y la aceptacion sensorial por parte de los
consumidores. En base a estas consideraciones, uno de los objetivos principales de la
presente tesis es la incorporacién de oleogeles de monoglicéridos y aceites vegetales en la
elaboracion de magdalenas, producto que se seleccion6 como modelo, con el fin de evaluar

el efecto sobre la calidad fisicoquimica y sensorial del mismo.

1.3 Objetivos

En el grupo de investigacion de Ingenieria de Alimentos de PLAPIQUI se ha estudiado
previamente la estructuracion de lipidos mediante reacciones enziméaticas de interestificacion
y aciddlisis (Pacheco, 2012; Palla, 2012; Salaberria, 2018) con el objetivo de lograr productos

grasos con propiedades funcionales mejoradas.
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Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, la presente tesis tiene como
objetivo principal estudiar la formulacién, preparacion y caracterizacion de oleogeles de MG
y su aplicacion como ingrediente graso en un producto panificado modelo, a fin de evaluar su
potencial uso como sustituto de las grasas trans y las grasas con alto contenido de acidos
grasos saturados que se utilizan actualmente en la industria de alimentos. Los objetivos
especificos son:

e Formular oleogeles, empleando monoglicéridos y diferentes aceites vegetales, con
capacidad para sustituir a las grasas trans industriales y disminuir las saturadas.

o Estudiar la influencia de las condiciones de procesamiento en la estructura y el
comportamiento fisico de los oleogeles (a través de su caracterizacion estructural,
térmica, reoldgica y mecanica), considerando las posibles interacciones entre distintos
parametros de procesamiento y su efecto sobre las propiedades fisicoquimicas de los
materiales obtenidos.

e Obtener un material graso con caracteristicas similares a los que se busca sustituir,
optimizando las condiciones de preparacion de los oleogeles.

e Evaluar la estabilidad de los oleogeles obtenidos bajo condiciones optimizadas
analizando el efecto del tiempo de almacenamiento sobre sus propiedades
fisicoquimicas.

¢ Incorporar los oleogeles en un producto panificado modelo, magdalenas, evaluando
su potencial como sustitutos de la materia grasa convencional, y estudiar en forma
detallada el efecto de dicho reemplazo en la caracteristicas fisicoquimicas vy
sensoriales del producto. Determinar el efecto del reemplazo de materia grasa en la
migracion de aceite desde el producto.

e Evaluar la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad como herramienta de
procesamiento adicional para la obtencion de oleogeles formulados con una menor
concentracion de monoglicéridos, a fin de mejorar ain mas el perfil nutricional de estos

sustitutos de materia grasa.
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Capitulo

MATERIALES Y
METODOS

2.1 Introduccion

En esta seccién se incluye una descripcion de los materiales y la metodologia
utilizados para llevar a cabo la presente tesis. Cabe destacar que los materiales y métodos

especificos de cada capitulo seran detallados en cada uno de ellos.

2.2 Materiales

2.2.1 Aceites vegetales

Para comenzar con los ensayos preliminares correspondientes a la presente tesis se
seleccionaron cuatro tipos distintos de aceites vegetales refinados: girasol, girasol alto oleico,
maiz y soja, considerando su disponibilidad en la regién y las diferencias en su composicion
en &cidos grasos (Tabla 2.1), determinada como ésteres metilicos de &cidos grasos (FAME)
por cromatografia gas-liquido (metodologia descripta en seccion 2.3.1). Los aceites de
girasol, maiz y soja son ricos en &cidos grasos poliinsaturados, como los &cidos linolénico
(omega 3) y linoleico (omega 6), resultandos beneficiosos desde el punto de vista de la salud
del consumidor ya que ayudan a reducir el colesterol y los triglicéridos en la sangre (Padley
y col., 1986). El aceite de girasol alto oleico se caracteriza por su composicion mayoritaria en

acidos grasos monoinsaturados, su gran estabilidad oxidativa y sus efectos positivos sobre
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la salud, al reducir el riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares (Chaves y col.,
2018). Los aceites de maiz (Cafiuelas), girasol (Cocinero) y girasol alto oleico (Cooperativa
Obrera) fueron adquiridos en un mercado local, mientras que el aceite de soja empleado fue
donado por la empresa Molinos Rio de la Plata, siendo todos ellos de origen nacional.

Los valores obtenidos en el andlisis de composicion en acidos grasos resultaron
similares a los reportados por Zambiazi y col. (2007) y Rocha-Amador y col. (2014), teniendo

en cuenta la variabilidad asociada a los productos de origen vegetal.

Tabla 2.1. Composicién (%) en acidos grasos de los aceites vegetales seleccionados para los ensayos

preliminares.

ACIDOS GRASOS

Aceite Vegetal SFA MUFA PUFA
Girasol 10,4+0,1 28,2+0,3 60,9+0,2
Girasol Alto Oleico 6,6+0,0 85,3x0,1 7,7+0,0
Maiz 13,7+0,2 33,4+0,1 52,6+0,1
Soja 16,5+0,1 22,9+0,1 59,7+0,1

Acidos grasos: saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA).

2.2.2 Monoglicéridos

Como agente estructurante se utilizaron dos mezclas de monoglicéridos (MG), cuya
nomenclatura comercial es Myverol 18-50 XL PL (Myv-1, disponible en forma de perlas) y 18-
04 K SG (Myv-2, disponible en forma de polvo), respectivamente (Figura 2.1). Estas mezclas

fueron provistas por la empresa Kerry (Irlanda).

Figura 2.1 Mezclas de monoglicéridos utilizados como agente estructurante: Myverol 18-50 XL PL
(izquierda) y Myverol 18-04 K SG (derecha).
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La composicién en glicéridos y acidos grasos libres de estas mezclas, indicada por el
proveedor, se muestra en la Tabla 2.2. La composicion en acidos grasos esterificados con el
glicerol fue determinada como FAME por cromatografia gas-liquido (técnica descripta en
seccion 2.3.1) y el punto de fusion (PF) de las mezclas se midié acorde a la metodologia
descripta en la seccién 2.3.2. La composicion de la mezcla Myverol 18-50 XL PL (PF=
54,6£0,5 °C) fue: 7,2+0,0, 61,1+0,6 y 22,1+0,7 %m/m de monoglicéridos de &cidos palmitico,
estearico y oleico, respectivamente; y la de Myverol 18-04 K SG (PF= 69,3+0,2 °C) fue:
53,6+0,1 y 43,9+0,1 %m/m de monoglicéridos de acidos palmitico y estearico,

respectivamente.

Tabla 2.2. Composicion de las mezclas comerciales utilizadas como agente estructurante.

Concentracion (% (m/m))

Componentes 18-50 XL PL  18-04 K SG
Glicerol 2,13 1
Monoglicéridos 90,4 90*
Diglicéridos 1,45 7,5%*
Acidos grasos libres 3,22 1,5%*

Valor declarado como: *minimo, **maximo.

2.2.3 Materia grasa comercial

Como materia grasa comercial (MC) modelo se utiliz6 una margarina light (marca
Manty), producida por la empresa Molinos Rio de la Plata S.A. (Argentina), cuya composicion
se encuentra detallada en la Tabla 2.3.

Asimismo, a fin de contar con un valor mas preciso del contenido de materia grasa
(Cy) de la margarina utilizada, el mismo se determiné mediante la norma ISO 17189- IDF 194
(ISO/IDF, 2003) siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion. En primer lugar,
se lleva a cabo la extraccion de la materia grasa mediante un solvente organico (éter de
petréleo, punto de ebullicidén 30-60°C): se pesa 1-2 g de muestra (po) en un tubo de centrifuga
al cual se le agregan 20 mL de solvente de extraccidon. Luego se agita durante 1 min en vortex

y se procede a la centrifugacién (5 min, 300 g), de manera tal de obtener luego de este
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proceso la fase solvente en la parte superior del tubo sobre la fase acuosa depositada en el
fondo del mismo. Se colecta la fase solvente en un baldon (previamente pesado, p1) y se repite
este procedimiento 3 veces. Por ultimo, se procede a evaporar la mezcla contenida en el
balon y se registra el peso final (p2). ElI contenido de materia grasa se determina por

gravimetria mediante la Ec. 2.1.

(p2 — 1) +10

Cg (% m/m) =
Po

0 (2.1)

El Cydel producto analizado por duplicado fue 40,5£0,6 %m/m (contenido de materia grasa

saturada: 51,0+£0,5 %m/m).

Tabla 2.3. Composicién de la margarina light (marca Manty) declarada en su envase.

Componentes Cantidad*

Carbohidratos 0
Proteinas 0
Grasas Totales 409
Grasas Saturadas 2,39
Grasas Trans 0

Fibra Alimentaria 0
Sodio 65 mg
Vitamina A 90 g
Vitamina D 0,75 ug

*Cantidad correspondiente a una porcion de 10 g.

2.3 Métodos

2.3.1 Determinacion de la composicion de acidos grasos en glicéridos

La composicion de acidos grasos de los aceites vegetales y los monoglicéridos fue
determinada mediante la derivatizacion de la muestra, obteniéndose ésteres metilicos de

acidos grasos (FAME) de acuerdo con el Método Oficial Ce 2-66 (AOCS, 2009) mediante la
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transesterificacion en frio con KOH metandlico. EI método consiste en preparar en un tubo de
centrifuga una solucion de 40 mg de muestra en hexano cromatografico (2 mL). Luego, afadir
200 uL de solucion de KOH en metanol al 20 %(m/v), agitar durante 1 min y dejar reposar 15
s. Por dltimo, centrifugar (4000 rpm — 2 min) y recolectar la fase superior conteniendo los
FAME.

Los FAME fueron analizados mediante cromatografia gas-liquido (CGL) en un
cromatégrafo serie 4890D (Agilent, Hewlett-Packard) equipado con una columna capilar de
silice fundida (SP-2380, 30 m x 0,25 mm x 0.2 mm espesor de film; Supelco Inc.), un inyector
split y un detector de ionizacion de llama (FID). Como gas portador se utilizé hidrégeno a una
velocidad de 23 m/s. Se inyectdé en modo split con una relacion 1:100. El programa de
temperatura se mantuvo a 170 °C por 15 min, luego se incrementd hasta 210 °C a una
velocidad de 4°C/min, y se mantuvo a dicha temperatura por 10 min. Las temperaturas del
inyector y del detector se fijaron en 220 °C. La adquisicién de datos y la integracion de los
picos fue realizada empleando el software HP 3398A GC Chemstation (Hewlett-Packard,
1998). La identificacion se realiz6 comparando los tiempos de retencion de las especies de
la muestra respecto de los estandares auténticos (Supelco 37 Component FAME mix,
Supelco Inc.) y la cuantificacién se realiz6 como porcentaje (area) respecto del total de acidos
grasos. Los resultados se reportaron como % (m/m) de &cidos grasos en los glicéridos. El

andlisis se llevé a cabo por triplicado.

2.3.2 Determinacion del punto de fusién

El punto de fusion de las mezclas comerciales de monoglicéridos y de los oleogeles
se determind por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) con calentamiento modulado.
Para ello se utilizé un calorimetro modelo Pyris 1 (Perkin-Elmer, Waltham, EEUU). La linea
de base y la temperatura del equipo fueron calibradas con una muestra standard de indio.
Cada muestra, aproximadamente 10-15 mg, se colocé en una cipsula de aluminio hermética,

usada como elemento contenedor, la cual fue introducida en la celda del equipo para
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medicion. Las muestras se mantuvieron a 25 °C durante 1 min y luego fueron calentadas a 5
°C/min hasta 80 °C. El PF se determin6 como la temperatura maxima correspondiente al

mayor pico observado en el termograma de fusién. El analisis se llevé a cabo por duplicado.

2.3.3 Preparacion de los oleogeles

En la Figura 2.2 se muestra el diagrama de flujo correspondiente al procedimiento de

preparacion de los oleogeles de monoglicéridos.

Termocupla

Temperatura de preparacion
(To)

@ Aceite l @ MEZCLADO DE ACEITE Y MG

@ Monoglicéridos

I
(MG) — Agua hacia bafio

termostatizado

Agua desde —>
bario termostatizado | . | Velocidad de agitacién

(Va)
@ o

— Barra magnética

Placa agitadora

AGITACION DE LA MEZCLA
FUNDIDA (30 min)

VERTIDO DE LA MEZCLA EN
RECIPIENTES
PROCESO DE ENFRIAMIENTO (T,=>T,) Temperatura de enfriamiento
FORMACION DE LA ESTRUCTURA: (Te)
OLEOGEL

Figura 2.2. Diagrama de flujo correspondiente al procedimiento de preparacion de oleogeles de aceites

vegetales y monoglicéridos (MG).

Se peso la cantidad correspondiente de aceite y se la colocé en un recipiente de vidrio,
el cual fue conectado a un bafio termostatizado para mantener la temperatura de preparacion

deseada (T,). Una vez que el aceite alcanzd esta temperatura, se incorporo la cantidad

29 |



Capitulo 2: Materiales y Métodos

preestablecida de monoglicéridos. La mezcla fue sometida a agitacién magnética durante 30
min. La velocidad de agitacion (Va) se cuantificé utilizando un tacometro laser digital. Luego,
la mezcla fundida se colocé en recipientes durante el tiempo necesario para permitir que

gelificara de manera estatica a la temperatura de enfriamiento (T¢) seleccionada.

2.3.4 Determinacion de las propiedades de los oleogeles

2.3.4.1 Capacidad de retencién de aceite

La capacidad de retencion de aceite (OBC, por sus siglas en inglés — oil binding
capacity) representa el porcentaje de aceite retenido por la muestra luego de la centrifugacion.
Esta propiedad se determin6 acorde al método empleado por Yilmaz y Ogitci (2014), con
modificaciones. Cada eppendorf, conteniendo una porcién de oleogel, se pesd y se centrifugd
a 9000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente (~22 °C) usando una microcentrifuga
(Giumelli z-127-D, Argentina). El aceite liberado del oleogel se retird del eppendorf, drenando
por inversién durante 3 min, y se pes6 la cantidad de material remanente en el mismo. Se
realizaron al menos tres réplicas para cada muestra. OBC se calculé6 como una funcién del

porcentaje masico de aceite liberado desde la muestra luego de la centrifugacion (Ec. 2.2):

masa de aceite liberado

0BC(%) = 100 — ( ) * 100 (2.2)

masa de oleogel inicial

2.3.4.2 Propiedades viscoelasticas

Las propiedades viscoeldsticas se determinaron mediante ensayos dinamicos
oscilatorios. En general los ensayos se realizaron acorde a la metodologia que se describe a
continuacion, salvo cuando se especifique otra. Para ello se utilizé un reémetro Paar Physica
(modelo MCR 301, Anton Paar GmbH, Austria), el cual contiene un sistema de control de

temperatura Peltier y un sistema de adquisicion de datos computarizado (Rheoplus/32 V3.40).
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Las mediciones se realizaron empleando una geometria de platos paralelos (diametro: 50
mm).

Para evaluar la formacion del material en el reémetro, se colocé una alicuota de la
mezcla (MG/aceite) fundida sobre la placa inferior del reémetro, previamente acondicionada
a 70 °C. A continuacion, la geometria se ajusté hasta la posicion de medicion correspondiente
al gap seleccionado (0,4 mm). Se determinaron los moédulos elastico (G y viscoso (G")
mediante ensayos dindmico-oscilatorios de baja amplitud, en 2 etapas: enfriamiento desde
70 hasta 20 °C a una velocidad de 2 °C/min (deformacién o strain, y=0,5%, frecuencia angular
w=10 rad/s), y luego barrido de frecuencia angular (w=10-100 rad/s) a 20 °C (y=0,5%).
Durante la primera etapa se determiné la temperatura de gelificacion (Tg), identificada como
el punto de divergencia de G' observado durante el proceso de enfriamiento de la mezcla
(Ojijoy col., 2004), mientras que en la segunda etapa se registraron G'y G" para cada mezcla.

Para determinar el comportamiento viscoelastico del material gelificado, se colocd
papel de lija (grado 360, Norton) en las superficies inferior y superior de la geometria utilizada
con el fin de evitar el deslizamiento de las muestras. Los oleogeles se colocaron sobre el plato
inferior del reébmetro y la separacion entre platos (gap) se fij6 de manera de producir una
fuerza normal de 10 N. Para su andlisis se llevaron a cabo ensayos oscilatorios de barrido de
frecuencia angular (w=10-100 rad/s) a 20 °C (y=0,5%). Para cada experimento se realizaron
tres réplicas. Ademas, para asegurar que todos los ensayos se lleven a cabo dentro de la
regién viscoelastica lineal, se realizaron ensayos de barrido de deformacion (y=0,01-100%) a
w=10 rad/s, lo que permiti6 elegir un valor de deformacion adecuado para llevar a cabo las
determinaciones. El comportamiento viscoelastico se evallo registrando G', G"y la viscosidad

compleja (n") para cada condicién analizada.

Modelado de los parametros reolégicos

El modulo elastico representa el caracter elastico de un material y esta asociado con
la energia almacenada en el mismo, mientras que el médulo viscoso representa la energia
disipada por el material. Los geles se caracterizan por ser materiales viscoelasticos,
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mostrando G' > G", lo que indica que el caracter elastico (solido) predomina sobre el viscoso
(liquido) (Emadzadeh y col., 2013). Los valores experimentales de G' versus w obtenidos en

cada caso se ajustaron mediante una ecuacién potencial (Ec.2.3):

log G' =log Gy + mg x (log w)™ (2.3)

Donde log Go', me and n son constantes a determinar experimentalmente. El
parametro log Go' representa el valor de log G' a una w de 1 rad/s; mg indica la velocidad con
la cual se modifica G' con w, y el parametro n determina la curvatura en el grafico log G' vs.
log w (n > 1: cdncava, n < 1: convexa y n = 1: lineal).

La viscosidad compleja es una medida de la resistencia que presenta el material frente
a los esfuerzos de corte (Emadzadeh y col., 2013). De esta manera, un material con alta n*
se caracteriza por su alta resistencia al flujo. Los datos experimentales correspondientes a n*
vsS. w se linealizaron (aplicando logaritmo a ambas variables) y se ajustaron mediante la

siguiente ecuacion (Ec. 2.4):

logn® =logmng +myx logw (2.4)

Donde n*= [(G? + G"?)%%)/w y log no* y my son constantes a determinar
experimentalmente. De manera analoga a lo descripto anteriormente, el parametro log no*
representa el valor de log n* a una w de 1 rad/s y my+ indica la velocidad con la cual se modifica

n* con w.

2.3.4.3 Propiedades de textura

Las propiedades de textura de los oleogeles contenidos en los recipientes donde
fueron formados se midieron usando un Analizador de Textura TA Plus (Lloyd, Inglaterra),

equipado con una celda de carga de 50 N.
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El Andlisis de Perfil de Textura (TPA, siglas por su denominacion en inglés— Texture
Profile Analysis) usado para la evaluacion de las propiedades de textura de los oleogeles
consistié en dos ciclos de penetracion de una sonda cilindrica (12,5 mm diametro, 56 mm
longitud) en la muestra. En cada ciclo, la muestra se penetr6é hasta una profundidad de 10
mm a una velocidad de 1 mm/s y, a continuacion, la sonda regreso a la posicion inicial a la
misma velocidad. Se obtuvieron cuatro mediciones independientes para cada experimento.
Por otro lado, este andlisis también se realizd sobre la MC en las mismas condiciones,
utilizando su envase original (4 determinaciones/envase, evaluandose 3 recipientes
diferentes). Todos los analisis de textura se llevaron a cabo luego de mantener las muestras
a 20 °C durante 1 h.

Respecto a los recipientes utilizados para la medicién de las propiedades de textura
de los oleogeles, se tuvo en cuenta la recomendacion provista por Bourne (2002) respecto a
trabajar con geometrias que puedan considerarse semi-infinitas cuando se las compara con
la sonda de medicién, con el fin de evitar la interferencia de los bordes del recipiente con la
sonda de medicion (relacion diametro del recipiente/diametro de la sonda usada = 3); la
misma relacién se establecié entre la altura del recipiente y la profundidad de penetracién de
la sonda.

Las curvas obtenidas mediante los ensayos TPA, fuerza vs. tiempo, se usaron para
calcular los siguientes parametros mecéanicos de las muestras: fracturabilidad (FR), dureza
(DU), adhesividad (AD), y cohesividad (CO). Estos parametros se seleccionaron de acuerdo
a la literatura reportada (Emadzadeh y col., 2013; Yimaz y Ogutcl, 2014; Garrido y col.,

2015). La Figura 2.3 muestra una curva representativa del analisis TPA de oleogeles.
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Figura 2.3. Curva del Andlisis de Perfil de Textura y sus parametros caracteristicos para un oleogel.

La altura maxima del pico de fuerza en el primer ciclo representa la DU de la muestra.
La FR corresponde a la fuerza maxima antes de la primera ruptura que experimenta el
material. Este pico puede aparecer o no, dependiendo de las caracteristicas del material. La
relacién entre el area positiva del segundo ciclo y el area positiva del primer ciclo (A3/Al)
define la CO, mientras que el area negativa correspondiente al primer ciclo (A2) representa
el trabajo necesario para vencer las fuerzas de atraccidén entre la muestra y la superficie de
la sonda, y se denomina AD (Bourne, 2002).

La elasticidad, definida en el TPA como la altura recuperada por la muestra entre el
fin del primer ciclo y el comienzo del segundo ciclo, representa otro pardmetro mecanico para
caracterizar las propiedades de textura de estos materiales. En este estudio la elasticidad no

fue determinada mediante este ensayo, ya que se empled reologia para tal fin.

2.3.4.4 Microestructura

La microestructura de los oleogeles fue analizada mediante microscopia 6ptica de luz
polarizada. Dos metodologias fueron utilizadas segun se requirié. En un caso, una alicuota
de la mezcla fundida (previa a la gelificacion) se colocé sobre un portaobjeto, y sobre ella se

colocé un cubreobjeto para eliminar el aire, permitiendo que gelificara a la temperatura de
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enfriamiento correspondiente. En otro caso, se siguié la misma metodologia pero partiendo
del material gelificado (oleogel). Se tomaron micrografias Opticas digitales con un microscopio
Optico Karl Zeiss con luz polarizada (Phomi Il Pol, Alemania). Las imagenes se adquirieron
utilizando un lente objetivo de 25x (Leica, Alemania) y se procesaron con el software Analysis.

Se tomaron cinco imagenes de cada una de las tres réplicas preparadas.

2.3.4.5 Comportamiento térmico durante el proceso de calentamiento

El comportamiento térmico de los oleogeles fue medido usando el equipamiento y
metodologia descriptos en la seccion 2.3.2. El software TA Universal Analysis fue usado para
analizar cada termograma obtenido y asi calcular la temperatura de inicio de fusién (To), la
temperatura de pico (Tyi), y el cambio en la entalpia debido al proceso de fusion (AHw). T, fue
estimada como la temperatura correspondiente al comienzo del pico endotérmico, mientras
que T, fue considerada como la temperatura correspondiente al maximo de la curva
endotérmica. AHy fue calculada como el area debajo de la curva endotérmica (Toro-Vazquez

y col., 2007).

2.3.4.6 Difraccion de rayos X

Con el objetivo de identificar las estructuras cristalinas presentes en los oleogeles, se
llevé a cabo la técnica de difraccion de rayos X.

El analisis de difraccién de rayos X permite determinar las formas cristalinas presentes
en grasas de acuerdo al patron de difraccion propio de cada forma polimérfica, mediante la
determinacion de espacios cortos o largos dentro de la estructura del cristal. Los espacios
largos (26= 16-25°) corresponden a los planos formados por los grupos metil finales, y son
dependientes de la longitud de la cadena y del &ngulo de inclinacién de los &cidos grasos
componentes de las moléculas glicéricas. Los espacios cortos (26=1-15°) se refieren a la

seccion transversal del arreglo de la cadena de carbonos y son independientes de la longitud
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de la cadena; son ampliamente usados para caracterizar las diversas formas polimorficas

(Pomeranz, 1991). En la Tabla 2.4 se muestran los espacios cortos identificados en el patron

de difraccién de rayos x caracteristicos para cada forma polimorfica.

Tabla 2.4. Nomenclatura e identificacion de las formas polimérficas en grasas y aceites.

Forma polimérfica

Distancia interplanar caracteristica

a

Una Unica distancia interplanar a 4,15 A

B’ Generalmente dos picos a distancias de 3,80 y 4,20 A, o 3 picos en 4,27,
397y 3,71 A

B Una forma que no cumple con los criterios especificados para a o ', pero
también generalmente muestra un pico muy intenso a una distancia de 4,60
A

Sub-forma

B’ (sub a) Una forma B' generalmente funde por debajo de la forma a, con distancias
interplanares inusualmente altas

sub B Una forma que no cumple con los criterios especificados para a o 8', pero
muestra un pico muy intenso a una distancia de 4,74 A y varios picos de
intensidad media a 4,5,3,9y 3,6 A

Y Una forma que funde por debajo de la forma a y muestra dos picos muy
intensos con distancias interplanares a 4,72y 3,88 A

pseudo- B' Una forma que muestra cierta desviacion de la forma ' ordinaria con un pico

muy intenso a 3,96, junto con picos de intensidad media a 4,15, 4,27, y un
pico de intensidad débil a 4,40 A

Fuente: Pomeranz, 1991.

En la Figura 2.4 se muestran las proyecciones por cadenas terminales de los

principales empaguetamientos de las formas cristalinas en grasas: alfa (a), beta prima (B') y

beta (B).

(a) (b) (c)

Figura 2.4. Configuracion de las principales formas polimérficas en grasas: (a) a, (b) B'y (c) B.
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La forma a tiene una simetria hexagonal y se forma a baja temperatura y altas
velocidades de enfriamiento; las cadenas de acidos grasos son perpendiculares al plano del
grupo metilo final y oscilan debido al alto grado de libertad molecular. La forma intermedia es
conocida como f', tiene una forma ortorrombica, las cadenas estan inclinadas respecto al
plano del grupo metilo y las cadenas de acidos grasos adyacentes estan en diferentes planos
(Pomeranz, 1991; Marangoni, 2004). Los cristales ' son reconocidos por proveer la
estructura suavel/lisa caracteristica de las margarinas, y por lo tanto es la forma polimorfica
deseada en los oleogeles obtenidos con el objetivo de sustituir a los shortenings (Ferro y col.,
2019). La forma B es la més estable, tiene punto de fusion mas alto que las otras formas, y

una simetria triclinica.

Para llevar a cabo el andlisis de difraccion de rayos X, las muestras de oleogeles
debieron ser filtradas, bajo vacio, utilizando filtro de microfibra de vidrio (Whatman CAT N°
1823-047, diametro 47 mm), con el fin de eliminar parte del aceite ocluido y asi obtener una
mejor resolucién en los difractogramas de rayos X. De esta manera, se logrd separar el aceite
liguido contenido en la muestra (se colect6 en el fondo del kitasato) y se retuvieron sobre el
papel de filtro los cristales de monoglicéridos que componen el oleogel. Los difractogramas
de los oleogeles fueron obtenidos en un Difractdbmetro Rigaku Geiger Flex D Max IlI-C, con
un detector operando a 35 kV y 15 mA, usando radiacién Cu Ka y longitud de onda 1,55 A.
El alcance del escaneo para 26 fue desde 3° hasta 60°, a temperatura ambiente (Ye y Martini,

2014).

2.3.5 Andlisis estadistico

La totalidad de las determinaciones llevadas a cabo en la presente tesis se realizaron
como minimo por duplicado. Para determinar diferencias significativas en las propiedades

medidas debidas a los distintos tratamientos, se usé un analisis de la varianza (ANOVA) con
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un nivel de significancia del 5% usando el test de Fisher. Los analisis estadisticos fueron
realizados usando el programa InfoStat (Di Rienzo y col., 2011). Todos los resultados se
expresaron como el promediotdesviacion estandar. Adicionalmente y cuando se lo requirio,
se empled un test de comparacion de medias (Fisher o Tukey, segun se especificé en cada

caso).
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OPTIMIZACION DE | Capitulo
LLAS CONDICIONES
DE PREPARACION
DE OLEOGELES

3.1 Introduccion

Ademas de la naturaleza quimica de los componentes de un oleogel, agente
estructurante y aceite, las condiciones térmicas y mecdanicas establecidas durante su
procesamiento desempefian un rol fundamental en la formacién de la estructura y por ende,
en la determinacion de sus propiedades finales (Qjijo y col., 2004a; Da Pieve y col., 2010; Co
and Marangoni 2012; Lopez-Martinez y col., 2014; Rocha-Amador y col. 2014). Esto permite
pensar en la posibilidad de disefiar materiales con propiedades “hechas a medida”, mediante
la modificacion de las condiciones de procesamiento. Ojijo y col. (2004a) estudiaron el efecto
de la velocidad de enfriamiento en la gelificacion de mezclas de MG y aceite de oliva,
reportando que a una velocidad suficientemente baja es posible obtener una estructura
secundaria, siendo esta responsable de un comportamiento de red mas elastico. Da Pieve y
col. (2010) analizaron el efecto de aplicar un esfuerzo de corte durante la formacion de
oleogeles de MG y aceite de higado de bacalao, encontrando que la cristalizacion de los MG
realizada en condiciones estaticas conduce a la formacién de una red méas fuerte
caracterizada por una alta capacidad de retencion de aceite. Rocha-Amador y col. (2014)
evaluaron la influencia de dos agentes estructurantes comerciales compuestos por MG y
diglicéridos, tres aceites vegetales distintos con diferente composicion (aceite de soja, canola
y maiz), y la velocidad de agitacion y temperatura de preparacion, sobre el comportamiento
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reoldgico y térmico de los oleogeles obtenidos. Cada variable se analiz6 independientemente
de las demas (es decir, una a la vez), reportando que los cambios en todas las variables de
procesamiento presentaron efectos significativos sobre la estructura y propiedades finales del
oleogel. Estos autores concluyeron que aquellos aceites compuestos en mayor medida por
acidos grasos monoinsaturados podrian facilitar la obtencion de estructuras mas estables, en
comparacion con aquellos que presentan mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados.

Considerando que la estructuracion de aceites tiene como fin principal obtener
productos con una determinada consistencia y firmeza, se requiere la realizacion de estudios
de baja y alta velocidad de deformacion para llevar a cabo su caracterizacién. Mientras que
los primeros son adecuados para comparar diferentes materiales, los Ultimos brindan
informacién sobre la plasticidad de la estructura formada y su habilidad para reestructurarse
luego del esfuerzo de corte aplicado, lo cual representa informacién relevante para su
aplicacion. En combinacion, estos estudios proveen una descripcion global de la estructura
del oleogel obtenido (Pernettiy col., 2007). Aunque varios autores han estudiado los principios
gue gobiernan la formacion estructural de un oleogel, intentando relacionar las caracteristicas
micro y hanoestructurales con el comportamiento térmico y reolégico (Garti y Sato, 2001; Ojijo
y col., 2004a; Kesselman y Shimoni, 2007; Da Pieve y col., 2010), existe poca informacion
acerca de la relacién entre las condiciones de preparacion de los oleogeles de MG y sus
propiedades finales.

El disefio de experimentos (DE) ha demostrado ser una herramienta muy Util para
desarrollar, mejorar y optimizar procesos en el campo de la investigacion (Montgomery,
2005). Debido a los crecientes requisitos de calidad de las agencias reguladoras, el alto costo
de los reactivos y la gran cantidad de variables que afectan los procesos, el procedimiento de
desarrollo y validacién de métodos analiticos es considerado como una tarea fundamental.
En este contexto, el DE aporta numerosas ventajas, entre las cuales se encuentran la
disminucion del tiempo requerido, del esfuerzo y de los recursos necesarios, ademas de
permitir la obtencién de una gran cantidad de informacidén mientras se minimiza el nimero de
experimentos (Candioti y col., 2014). Un DE comienza con el desarrollo de una serie de

41 |



Capitulo 3: Optimizacién de las condiciones de preparacion de oleogeles

experimentos, previamente estandarizados, en los cuales se evalla el efecto de la variacion
las variables independientes (factores) sobre las variables dependientes (variables de
respuesta). El arreglo, formado por los diferentes experimentos que seran realizados,
incluyendo las repeticiones, recibe el nombre de matriz de disefio. EI DE combinado con
metodologias de superficie de respuesta permite obtener un conocimiento global del sistema
dentro del dominio experimental explorado, generando modelos matematicos que relacionan
las variables de respuesta con los factores seleccionados, ademas de estudiar las posibles
interacciones entre los factores. (Montgomery, 2005).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, en primer lugar se realizd una serie
de ensayos preliminares en los que se evalud la formulacion de oleogeles de MG y diferentes
aceites vegetales, de acuerdo a su diferente composicion en &cidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, a fin de seleccionar aquel que permitiese la formacion de
oleogeles con propiedades reolégicas y de textura similares a una materia grasa comercial,
ademas de presentar alta capacidad de retencion de aceite, usando la menor concentracion
de agente estructurante posible. Luego se elaboraron oleogeles formulados con MG vy el
aceite seleccionado, basandose en un disefio de experimentos Box-Behnken con el fin de
evaluar la influencia de las condiciones de procesamiento sobre las propiedades finales de
los mismos. Este tipo de disefio, clasificado como factorial fraccionario, considera tres niveles
para cada uno de los factores seleccionados y permite analizar simultdneamente varias
variables con un minimo namero de ensayos, por lo cual su ejecucién resulta ser menos
costosa comparada con la correspondiente a los disefios factoriales completos. Ademas,
permite estimar eficientemente los coeficientes de primer y segundo orden que representan
la curvatura en el comportamiento de una dada respuesta, lo que a su vez hace posible
alcanzar un entendimiento completo de cémo los factores seleccionados influyen en las
variables de respuesta. Una herramienta importante asociada a este tipo de disefos es la
metodologia de optimizacion multirespuesta, la cual permite determinar cual es la
combinacién de niveles de los factores que lleva a que las variables de respuesta adquieran
los valores deseados. En la formulacion de oleogeles, se trabajé en primer lugar con una
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mezcla de monoglicéridos, y luego se continué con otra distinta a la primera. Debido a esto,
y teniendo en cuenta que la composicion del agente estructurante afecta las propiedades de
estos materiales, y por lo tanto modifica su funcionalidad, se aplicaron dos disefios de
experimentos correspondientes a cada formulacion, siguiendo la misma metodologia con
algunas modificaciones.

Es importante destacar que en este capitulo se plantea el estudio de la influencia de
un numero considerable de variables de procesamiento y de las interacciones entre ellas
sobre las propiedades finales de los oleogeles obtenidos, a diferencia de los trabajos
previamente publicados, en los cuales los factores considerados se modificaron de a uno por

vez.

3.2 Ensayos preliminares

Durante la realizacion de los ensayos preliminares, la preparaciéon de oleogeles se
inicio con el calentamiento de aceite y MG (T,=70 °C), de acuerdo a la metodologia descripta

en la secciéon 2.3.3.

3.2.1 Determinacion de la concentracién minima de monoglicéridos

Como parte de la caracterizacion se evalué la concentracién minima (Cn) requerida
de Myverol 18 XL PL para estructurar cada tipo de aceite, formulando oleogeles con distintas
concentraciones de agente estructurante: 0,5, 1, 2, 3, 4 y 5 %p/p (Figura 3.1). Las mezclas
fueron mantenidas a temperatura ambiente (~22 °C) durante 1 h. Luego, los tubos se
invirtieron. La concentracion mas baja en la cual no se observé material fluido fue considerada

como la Cy, requerida para cada aceite (Patel y col., 2013).
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Figura 3.1. Determinacion de la concentracion minima de monoglicéridos (MG) requerida para
estructurar cada tipo de aceite: (A) soja, (B) girasol, (C) maiz, y (D) girasol alto oleico. Los niumeros

indican la concentracion de MG (%p/p) en la mezcla.

Como puede observarse en la Figura 3.1, las mezclas preparadas con aceite de soja,
girasol y maiz fueron estructuralmente inestables cuando se utiliz6 2 %p/p de MG; en cambio,
la mezcla MG-aceite de girasol alto oleico (GAO) mostré inestabilidad cuando se utilizé 1
%p/p de MG, pero la mezcla con 2 %p/p logr6 mantenerse como gel sin romperse ni fluir al
invertir el tubo donde se preparé. Por lo tanto, se puede afirmar que la menor C, fue
encontrada para la mezcla MG-GAO (2 %p/p), mientras que en el resto de los aceites
empleados (aceites de girasol, maiz, y soja) se requiri6 una concentracion de 3 %p/p para

lograr la formacion del oleogel.

3.2.2 Evaluacién de variables de procesamiento en la preparaciéon de oleogeles
Se establecié una combinacion inicial de variables de preparacion, definida como
condicion estandar, caracterizada por:
e La concentracion de MG (Cwug): 10 %p/p, seleccionada en base a un estudio similar
reportado en bibliografia donde se formularon oleogeles a base de monoglicéridos y

distintos tipos de aceites vegetales (Rocha-Amador y col., 2014). Se trabaj6 con Cuc
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mayores a la minima (Cn) con el objetivo de obtener oleogeles con propiedades
reoldgicas y de textura similares a una materia grasa comercial, las cuales no pudieron
obtenerse formulando estos materiales con la Cr, determinada previamente.

e La temperatura de preparacion (Tp): 70 °C, con el fin de permitir que la mezcla de
monoglicéridos utilizada como agente estructurante se funda en el medio liquido.

e La velocidad de agitacion (Va): 280 rpm, en base a estudios similares reportados en
la literatura (Patel y col., 2013).

e El tiempo de agitacion (t): 30 min. Este parametro fue seleccionado para asegurar el
correcto mezclado entre cada aceite y los monoglicéridos a la Tp.

e La temperatura de enfriamiento (Te): temperatura ambiente (20-25°C),
correspondiente a la temperatura del aire del medio donde gelifican los oleogeles.
Esta se selecciond en base a estudios previos (Da Pieve y col., 2011; Rocha-Amador
y col., 2014) y también con el objetivo de evaluar la gelificacién en condiciones que
no requieran enfriamiento ni calentamiento, lo cual resulta atractivo desde el punto de

vista energético, debido al posible ahorro en los costos.

Esta condicién estandar, presentada en forma resumida en la Tabla 3.1, se utiliz6 para

testear la formacién de oleogeles utilizando los cuatro tipos de aceites seleccionados.

Tabla 3.1. Variables de procesamiento correspondientes a la condicién estandar (std) definida para la
preparacion de oleogeles.
Variables Cwc (%p/p) Tp (°C) Va (rpm) t (min) Te (°C)
Condicion std 10 70 280 30 ambiente

Cwe, concentracion de Myv-1; Tp, temperatura de preparacion; Va, velocidad de agitacion; t: tiempo de
agitacion; Te, temperatura de enfriamiento.

Luego, en base a los resultados de los ensayos de concentracién minima y formacion
de oleogeles en condicion estandar, las demas condiciones probadas se llevaron a cabo
empleando Unicamente la mezcla de MG vy aceite que arrojo los resultados mas favorables.

Por lo tanto, a partir de esta combinacién de condiciones de preparacion, se realizaron
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estudios exploratorios modificando una variable a la vez, con el fin de identificar cuales son
los factores que influencian en las propiedades finales de los oleogeles formulados con MG
y el aceite seleccionado. Los valores alternativos elegidos para modificar esta condicion
fueron:

e Cmc = 6y 14 %pl/p, con el objetivo de evaluar las propiedades de los oleogeles
obtenidos con concentraciones menores y mayores al nivel seleccionado en la
condicion std, respectivamente.

e T,=90 °C, para analizar el efecto de la variacion en este parametro de procesamiento
sobre las propiedades finales de los oleogeles y con el objetivo de generar diferentes
fuerzas impulsoras para el enfriamiento (T, — Te), Y por ende diferentes velocidades.
Cabe recordar que solo se pueden seleccionar temperaturas de preparacion mayores
a la de fusion de los MG.

¢ V.= 140 rpm, para analizar la influencia del procesamiento a velocidades de agitacion
menores a la seleccionada en la condicién std (considerando la posibilidad de disminuir
costos operativos).

e Te =5 °C, para evaluar los efectos del proceso de gelificacion a temperaturas de

refrigeracion y con el objetivo de lograr velocidades de enfriamiento promedio mayores.

Las mezclas fundidas se colocaron en distintos contenedores de acuerdo a la técnica
de analisis correspondiente (Tabla 3.2), dejandolas en reposo durante el periodo de
enfriamiento. Posteriormente, todos los geles obtenidos se almacenaron en heladera a 5 °C
durante 24 h (Figura 2.3). Las caracteristicas que se analizaron en los geles preparados
fueron la capacidad de retencién de aceite (OBC) y las propiedades viscoelasticas y de
textura, segun la metodologia descripta en la seccién 2.3.4. Estas propiedades fueron
comparadas con las correspondientes a una materia grasa comercial (MC), descripta en la

seccion 2.2.3.
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Las propiedades reoldgicas de la MC se determinaron tomando muestras del producto
en forma de discos desde el envase original. Las propiedades de textura se analizaron

directamente desde su envase.

Tabla 3.2. Envases utilizados para la gelificacion de los aceites evaluados con Myverol 18 XL PL segln

el objetivo del andlisis.

PROPIEDAD
METODOLOGIA ENVASE
A MEDIR
OBC 2341 Eppendorf (volumen: 1,5 mL) u

Viscoelasticidad 2.3.4.2 Molde C""_”,d“co
(60 mm diametro)

Molde cilindrico
Textura 2.343 (33 mm altura, 33 mm didmetro)

Los resultados obtenidos en los ensayos preliminares se muestran en la Tabla 3.3 y
en la Figura 3.2. Como puede observarse en la Tabla 3.3, para 10 %p/p de estructurante (MG)
y en la condicion estandar de preparacion (std), OBC, DU, AD y CO variaron en promedio
entre 36,7y 96,6%, 0,86y 2,04 N, 1,12y 1,81 N.s, y 0,11 y 0,18, respectivamente. En cuanto
a las diferencias encontradas en los valores de OBC y DU, se observo que el aceite GAO fue
el que permiti6 obtener oleogeles con la mayor capacidad de retencion de aceite y dureza
entre todos los aceites utilizados. Esto podria explicarse en base al contenido mas alto de
acidos grasos monoinsaturados en el aceite GAO (Tabla 2.1, Capitulo 2). Ferro y col. (2019)
reportaron que aceites con alto contenido de &cidos grasos monoinsaturados favorecen el
arreglo de las moléculas de monoglicéridos que actian como agente estructurante,

aumentando la dureza y la estabilidad de la red cristalina formada.
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Tabla 3.3. Capacidad de retencion de aceite (OBC) y propiedades de textura: dureza (DU),

adhesividad (AD) y cohesividad (CO) de oleogeles preparados en los ensayos preliminares.

Aceite — Condicion OBC (%p/p) DU (N) AD (N.s) Co
de procesamiento
Girasol - std 37.8+0,6° 174+007°  181+011° 0,12+ 0,02
Maiz- std 36,7 +0,9° 135+0,090°  112+0,120 0,11 +0,01b
Soja - std 416+03C  086+013¢  115+025¢ 0,18+ 0,05b
GAO - std 96,6 +04%  204+0,06%®  162+029%4 0,14+ 0,018
GAO -6% MG (std) 31,5+ 3,3¢ 038+009°  001+0058 031 +0,06°
GAO -14% MG (std) 99,9+ 0,1 257+017°  191+031A 0,12+ 0,01€
- 0,
Lo 580/8\"6 (To 99.9+ 0,1 0,91 + 0,06 1,26 +0.23 0,17 0,02
- 0,
GAO 1002)'\"6 (Te 5 344+21 1,12+0,04 1,17 + 0,18 0.15 + 0,02
EC O IS (s 96,8+ 4.1 1,33+0,18 1,66 + 0,26 0,17 + 0,03
140 rpm)
MC ; 213+0112  260+0032 047 +0,012

GAO: girasol alto oleico, MC: materia grasa comercial, MG: monoglicéridos, std: condicion de
preparacion estandar (Tabla 3.1), Te: temperatura de enfriamiento Tp: temperatura de preparacion,
Va: velocidad de agitacion, -: no determinado. Valor promedio + desvio estandar (n=2). Los valores
promedio en una misma columna con distinta letra son significativamente diferentes (p < 0,05). Las
letras mindsculas corresponden a la comparacién entre oleogeles formulados con distinto tipo de
aceite y la MC, mientras que las mayusculas corresponden a la comparacién entre distintas

concentraciones de MG para el oleogel formulado con aceite GAO y MG en la condicion std.

Respecto a las propiedades reoldgicas, como puede observarse en la Figura 3.2-A,
es posible distinguir 3 regiones que describen el comportamiento de G' en funcion de la
temperatura durante el proceso de enfriamiento: inicialmente se observa una zona donde G'
permanece constante, luego un incremento abrupto en este parametro reolégico, indicando
el comienzo de la gelificacion, y finalmente una region donde G' se incrementa hasta alcanzar
su valor de equilibrio a 20 °C. La temperatura de gelificacion, determinada acorde a la
metodologia descripta en la seccién 2.3.4.2, fue similar para todos los oleogeles analizados
(=31-35 °C), independientemente del tipo de aceite usado. Por otro lado, los oleogeles
formulados con aceite de girasol y girasol alto oleico en la misma condicién, mostraron valores
de G' significativamente mayores que aquellos formulados con aceite de maiz y soja (p <
0,05) en todo el rango de frecuencia analizado (Figura 3.2-B), quedando demostrada la
influencia significativa del tipo de aceite en todas las propiedades finales del oleogel. El menor

contenido de &cidos grasos saturados en los triglicéridos de los aceites de girasol y girasol
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alto oleico podria favorecer el acomodamiento de las moléculas de triglicéridos (con cadenas
carbonadas mas flexibles y de mayor libertad conformacional) entre las estructuras formadas
por los monoglicéridos, y por ende lograrse interacciones mas fuertes (Sagiri y col., 2015).
De esta manera, se favorece la formacion de una red cristalina con mayor elasticidad (Ferro
y col., 2019). Al comparar las Figuras 3.2 Ay B se observan diferencias en los valores del
modulo elastico, lo cual indicaria que el proceso de estructuracién de los aceites continGia a

temperatura constante (20 °C).
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Figura 3.2. (A) Evolucion del médulo elastico, G', y del médulo viscoso, G", durante el enfriamiento
desde 70 a 20°C de mezclas formuladas con distintos tipos de aceite: maiz, soja, girasol y GAO y 10
%p/p de concentracion de MG (frecuencia angular: w=10
y=0.5%).Velocidad de enfriamiento: 2 °C/min) (B) Mddulo elastico vs barrido de frecuencia angular (w)

rad/s, deformaciébn o strain:

de oleogeles de distintos tipos de aceite: maiz, soja, girasol y GAO con 10 % p/p de concentracion de

MG, velocidad de agitacion 280 rpm, tiempo 30 min (Temperatura=20 °C, y=0.5%).
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El aceite GAO permitid, entre los aceites utilizados, obtener los mas altos valores en
la mayoria de las propiedades analizadas. De aqui se desprende que el aceite GAO resulta
ser el mas apropiado para ser estructurado con MG, en las condiciones ensayadas.

Continuando con el estudio preliminar, las otras variables de preparacién de oleogeles
se evaluaron solo utilizando aceite GAO. En la Tabla 3.3 también puede observarse que la
elevacién de la concentracion de MG desde 6 hasta 14 %p/p en aceite GAO, estructurado en
las condiciones estandares, provocé una elevacion en OBC desde 31,5 hasta 99,9 %p/p, en
promedio. DU y AD también se vieron incrementadas en dicho rango (desde 0,38 a 2,57 N, y
desde 0,91 a 1,91 N.s, respectivamente), mientras que CO disminuy6 (desde 0,31 a 0,12).
En estas propiedades, el mayor porcentaje de cambio (~80%) se observé al incrementar la
concentracion de MG de 6 hasta 10 %p/p. Por otro lado, también puede observarse que la
elevacion en la temperatura de preparacion desde 70 hasta 90 °C produjo cambios
significativos en OBC (p = 0,007) y DU (p = 0,003) de oleogeles GAO-10% MG, no asi en AD
y CO (p >0,2). De esta manera, OBC aumentd mientras que DU disminuy6 al incrementarse
To. Por otro lado, con la disminucion de la temperatura del ambiente de enfriamiento desde
25 hasta 5 °C, estas propiedades de los oleogeles de aceite GAO y 10 %p/p MG fueron
desfavorecidas, especialmente por lograr una gran disminucion significativa en OBC (p =
0,0006) (de 96,6 a 34,4 %p/p) y DU (p = 0,003) (de 2,04 a 1,12 N). Manteniendo el resto de
las condiciones en los valores establecidos como estandares, la variacion en la velocidad de
agitacion mantenida durante la etapa de preparacion a T, no mostré tener efecto significativo
en OBC, AD y CO (p > 0,3), pero si en DU (p = 0,03), la cual se vio disminuida desde 2,04
hasta 1,33 N por la disminucién de Va de 280 a 140 rpm.

Tanto el médulo elastico como el viscoso aumentaron con el incremento en Cyvc
(Figuras 3.3-A y B). No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en la temperatura
de gelificacion por efecto de la concentracion de MG, siendo este valor similar al reportado
anteriormente. Ademas, como se observa en la Figura 3.3-B, los valores de G'
correspondientes a la materia grasa comercial evaluada resultaron ser comparables con los
de los oleogeles, dentro del rango de concentracion de MG analizado. Por otro lado, del

50 |



Capitulo 3: Optimizacién de las condiciones de preparacion de oleogeles

analisis del efecto logrado en G' por la modificacion de las condiciones estandares, se observa
en la Figura 3.3-C que el cambio en la temperatura de preparacion (de 70 a 90°C) del oleogel
formulado con aceite GAO y 10% MG no afecté su comportamiento durante el barrido de
frecuencia angular, pero si lo hizo la variacion en la velocidad de agitacion y en la temperatura

de enfriamiento.
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Figura 3.3. (A) Evolucion del mddulo elastico, G', y del médulo viscoso, G", durante el proceso de
enfriamiento de oleogeles de aceite GAO con 10 % p/p de concentracion de MG (frecuencia angular:
w=10 rad/s, deformacion o strain: y=0.5%, velocidad de enfriamiento: 2 °C/min). (B) Mddulo elastico
vs barrido de frecuencia angular (w) de oleogeles de aceite GAO con distintas concentraciones de MG,
en comparacion con la materia grasa comercial (MC), a 20 °C. (C) Efecto de la variacion de la
temperatura de preparacion (Tp = 90 °C), la velocidad de agitacion (Va = 140 rpm) y la temperatura de
enfriamiento (Te=5 °C) respecto a la condicién estandar (Std) en los valores de G' durante el barrido
de w, a 20 °C. Std: condicion estandar (Tp= 70 °C, Va =280 rpm ,Te = 25 °C) (Deformacion o strain:
y=0.5%).

Los resultados obtenidos a partir de este estudio demostraron que, no solo la

concentracion minima de monoglicéridos requerida para lograr la formacion del gel es
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dependiente del tipo de aceite utilizado en la formulacion, sino que también y en general, las
propiedades de los oleogeles de aceite y MG dependen del tipo de aceite y de la
concentracion de agente estructurante, ademas de la velocidad de agitacion, la temperatura
de preparacion y la temperatura de enfriamiento. La capacidad de retencion de aceite se vio
ampliamente afectada (~60%) por la concentracion de monoglicéridos (principalmente al
incrementar de 6 a 10 %p/p), la temperatura de enfriamiento y el tipo de aceite. Asimismo,
las propiedades de textura incrementaron sus valores significativamente con el aumento de
Cwmgc Y disminuyeron al modificarse la temperatura de enfriamiento, la velocidad de agitacién
y la temperatura de preparacién. Ademas, comparando los resultados obtenidos en los
oleogeles formulados con los de la materia grasa comercial (producto modelo y que se busca
reemplazar), puede observarse que tanto la dureza como el médulo elastico resultaron
similares, indicando que los rangos analizados de las variables evaluadas son apropiados
para llevar a cabo un andlisis mas exhaustivo.

En base a lo anterior, se aplicé un disefio de experimentos para evaluar el efecto
simultdneo de los parametros de preparacion elegidos sobre sus propiedades, y ademas,
intentar obtener las condiciones de preparacion 6éptimas que permiten la produccion de
oleogeles con propiedades reoldgicas y de textura similares a las correspondientes a la
materia grasa comercial seleccionada. El mismo consistié en un disefio factorial incompleto,
en el cual los puntos experimentales han sido seleccionados en base a los resultados de los

ensayos preliminares anteriormente descriptos.

3.3 Disefio experimental 1 (DE1)

3.3.1 Metodologia

Con el fin de evaluar la influencia de las condiciones de preparacion de los oleogeles
formulados con MG (Myv-1) y aceite GAO sobre las respuestas seleccionadas, se utilizé un

disefio de experimentos Box-Behnken de tres niveles con cuatro factores y seis repeticiones
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del punto central. Los parametros (factores) seleccionados, de acuerdo a los ensayos
preliminares previamente descriptos, fueron: concentracion de monoglicéridos (Cwmg),
temperatura de preparacion (Tp), velocidad de agitacion (Va) y temperatura de enfriamiento
(Te). Los niveles elegidos para cada factor fueron: Cwe (6, 10, 14 %p/p), T, (70, 80, 90 °C), Va
(200, 600, 1000 rpm) y Te (5, 17,5, 30 °C). Las variables de respuesta consideradas fueron:
OBC, pardametros de textura: dureza (DU), fracturabilidad (FR), cohesividad (CO) y
adhesividad (AD), y parametros reolégicos: madulo elastico (G') y viscosidad compleja (n*).
Estos ultimos fueron evaluados empleando los parametros de ajuste que se obtuvieron de
modelos matematicos usados para representar su comportamiento en todo el rango de
frecuencia angular analizado (Ecs. 2.3y 2.4, seccién 2.3.4.2). Estos modelos se aplicaron con
el objetivo de encontrar un oleogel que presentara caracteristicas viscoelasticas similares a
la MC en todo el rango de frecuencia estudiado. El disefio de experimentos y el analisis de
sus resultados se realizaron mediante el software Design Expert 7.0. Este software realiza el
andlisis y ajuste de los datos experimentales en variables codificadas (-1, 0 y 1,
correspondientes al nivel inferior, punto central, y nivel superior, respectivamente) y no en sus
variables reales (llamadas actuales). En el analisis de variables codificadas, la magnitud de
los coeficientes del modelo es directamente comparable; es decir, todos son adimensionales
y miden el efecto de cambiar cada factor en un intervalo de una unidad (Montgomery, 2005).
A partir de la matriz de disefio obtenida, se realizaron 30 experimentos independientes en
forma aleatoria, de los cuales 6 son réplicas del punto central. Los factores y niveles se
muestran en la Tabla 3.4. Las superficies de respuesta se obtienen como resultado de los
modelos de regresion cuadrética correspondientes a cada respuesta, dados por la Ec. (3.1)

(Ferreira y col., 2007).

9 =Bo+ X1 Bixi + Xi Bux{ + Xy Xiiva By xiX; (3.1)

Donde y es la variable de respuesta, Bo el término independiente, Bi el coeficiente

correspondiente al efecto lineal del factor xi, Bij el coeficiente de interaccion entre los factores

53 |



Capitulo 3: Optimizacién de las condiciones de preparacion de oleogeles

Xi Y X;. La calidad de los modelos de ajuste se evalu6 mediante el analisis de la varianza
(ANOVA), el cual emplea coeficientes estadisticos para describir los modelos. Estos son: el
coeficiente de determinacion (R?), el cual es una medida de la variacion respecto de la media
explicada por el modelo, el coeficiente de determinacién ajustado (R?adj), que también es una
medida de la variacién respecto de la media explicada por el modelo, pero ajustada por el
namero de términos presentes en el modelo, y el coeficiente de determinacion predicho
(R%pred), que es una medida de la capacidad predictiva del modelo. La diferencia entre
R?pred y R2adj no deberia ser mayor que 20%; de lo contrario, podria ser un indicativo de la
existencia de un problema con los datos o el modelo. Otros parametros descriptivos que se
emplearon son: LOF (falta de ajuste), cuyo valor no debe ser significativo; AP (precision
adecuada), que mide la relacién entre los valores predichos y el error promedio de la
prediccion, considerdndose adecuados los valores mayores a 4, en cuyo caso el modelo
puede ser usado para navegar en el espacio del disefio. En base a lo anterior, se obtuvo un
modelo de ajuste para cada respuesta con su correspondiente analisis estadistico. Ademas,
los términos de cada modelo se evaluaron estadisticamente mediante el ANOVA teniendo en
cuenta el valor p: aquellos que presentaron p < 0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos, mientras que los términos con p > 0,05 fueron considerados estadisticamente
no significativos. Aln asi, en algunos casos, éstos Ultimos no se eliminaron del modelo
correspondiente debido a que su presencia mejoré la calidad del ajuste. Como resultado se
obtuvieron modelos para cada variable de respuesta en funcién de los factores y de sus
interacciones.

Es importante destacar que este enfoque que considera las interacciones, las cuales
pueden ser muy relevantes, no ha sido utilizado en estudios previos de formulacion de
oleogeles, por lo que representa un aspecto innovador para el ambito cientifico. Otro aspecto
mas novedoso aun, fue el uso simultaneo de los modelos de las variables de respuesta en

optimizaciones multirespuesta.
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Tabla 3.4. Matriz de experimentos utilizada en el disefio Box-Behnken para la formulacién de oleogeles
de aceite de girasol alto oleico y Myv-1.

Factores experimentales®

a

Cwi (%p/p) Tp (CC) Va (rpm) Te(°C)
1 10 90 200 17,5
2 10 80 600 17,5
3 6 90 600 17,5
4 10 70 1000 17,5
5 10 80 600 17,5
6 14 80 1000 17,5
7 10 80 1000 30,0
8 10 90 600 50
9 10 70 600 50
10 6 80 600 50
11 10 70 200 17,5
12 10 80 600 17,5
13 14 80 200 17,5
14 10 70 600 30,0
15 6 80 1000 17,5
16 10 90 1000 17,5
17 14 80 600 50
18 10 90 600 30,0
19 10 80 200 50
20 10 80 600 17,5
21 14 70 600 17,5
22 10 80 600 17,5
23 6 80 600 30,0
24 14 80 600 30,0
25 6 80 200 17,5
26 14 90 600 17,5
27 10 80 600 17,5
28 10 80 1000 50
29 10 80 200 30,0
30 6 70 600 17,5

Cwme, concentracién de Myv-1; Tp, temperatura de preparacion; Va, velocidad de agitacion; Te,
temperatura de enfriamiento.

3.3.1.1 Optimizacion multirespuesta

En lo que a optimizacion de procesos se refiere, es comun que varias variables de
respuesta sean de interés. Con lo cual, la determinacion de las condiciones Optimas de las
variables independientes requiere la consideraciéon simultanea de todas las respuestas, con
el fin de hallar un 6ptimo global. La aplicacion de esta metodologia, denominada “optimizacion
multirespuesta”, se baso en la funcién de deseabilidad (D), la cual optimiza varias respuestas
simultdneamente logrando el mejor balance entre ellas. Este enfoque consiste en la
transformacién de los valores predichos, obtenidos de cada superficie de respuesta, a una
escala adimensional y denominados deseabilidad individual, Di. D se calcula combinando los

55 |



Capitulo 3: Optimizacién de las condiciones de preparacion de oleogeles

valores de deseabilidad individual, y el rango de valores que puede tomar varia entre D = 0
(valor inaceptable) y D = 1 (valor completamente deseable) (Ferreira y col., 2007). El valor de
las variables que maximiza D fue determinado mediante el empleo del software Design
Expert. Para ello se impusieron diferentes especificaciones sobre los factores y las variables
de respuesta, con el objetivo de encontrar las condiciones Optimas de preparacion de los
oleogeles que permitieran obtener materiales con propiedades reolégicas y de textura
similares a las de la MC analizada, ademas de presentar alta OBC. Inicialmente se impuso,
en simultaneo, la maximizacion de OBC, CO, y AD, por otro lado, los valores de DU y log G¢’
se fijaron en los de la MC, 1,60 N y 4,54 Pa, respectivamente, dejando que las demas
respuestas tomaran valores dentro del rango de andlisis. Es importante mencionar que esta
metodologia de optimizacion permite otorgar distinto grado de prioridad a las restricciones
gue se imponen sobre las variables. En una primera optimizacién (O-1), se le dio la mayor
prioridad a la restriccion OBC. Luego, en base a la solucion obtenida y consideraciones
practicas, se evaluaron otros criterios. De esta manera, se llevé a cabo la optimizacion 2 (O-
2), donde los valores de log no* y my del modelo de n* se fijaron en los correspondientes a la
MC, 4,53 Pa.s. y -0,96 Pa.s?, respectivamente, y se agrego la restricciéon de minimizar Cyg,
estableciendo el mismo nivel de importancia a todas las restricciones.

Las condiciones seleccionadas como Optimas fueron ensayadas en experimentos

independientes y empleadas para verificar la precisién de los modelos de ajuste.

3.3.2 Resultados correspondientes al DE1

Como puede verse en las Tablas 3.5y 3.6, para todas las variables de respuesta, los
valores predichos (mostrados entre paréntesis) fueron muy cercanos a los valores
experimentales, lo cual confirma que los comportamientos experimentales fueron
correctamente ajustados por los modelos correspondientes. Respecto a la variacion de los

datos experimentales, el valor maximo de desvio/promedio encontrado fue del 8,8%.
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Tabla 3.5. Variables de respuesta (OBC y propiedades de textura) obtenidas en el disefio Box-Behnken

para la formulacion de oleogeles de aceite de girasol alto oleico y Myv-1.

Variables de respuesta®*

N OBC (%) FR (N) DU (N) AD (N.s) co

1 [ 97,77 (9851) | 1,73 (1,58) 0,16 (0,17) 2,28 (2,20 0,54 (0,54)
2 | 97,99 (97,33)| 1,88 (1,84) 0,14 (0,14) 2,05 (2,03) 1,28 (1,28)
3 | 9210 (92,11) | 0,71 (0,86) 0,38 (0,39) 1,42 (1,43) 0,42 (0,39)
4 | 99,86 (99,29) | 1,65 (1,60) 0,17 (0,16) 2,18 (2,10) 0,67 (0,72)
5 | 97,10 (97,33) | 1,82 (1,84) 0,14 (0,14) 2,12 (2,03) 1,30 (1,28)
6 | 9894 (99,43) | 2,90 (2,85) 0,11 (0,11) 2,35 (2,36) 1,78 (1,74)
7 | 9443 (94,02) | 1,19 (1,18) 0,23 (0,23) 2,02 (2,06) 0,75 (0,75)
8 | 9649 (96,37) | 1,35 (1,15) 0,12 (0,11) 1,36 (1,36) 0,62 (0,60)
9 | 96,76 (97,18) | 1,03 (1,12) 0,13 (0,12) 1,35 (1,35) 0,69 (0,64)
10 | 90,44 (90,96) | 0,40 (0,14) 0,33 (0,33) 0,84 (0,93) 0,36 (0,39)
11 | 99,84 (99,32) | 2,30 (2,05) 0,14 (0,14) 1,92 (1,75) 0,62 (0,59)
12 | 97,26 (97,33) | 1,88 (1,84) 0,14 (0,14) 2,12 (2,03) 1,27 (1,28)
13 | 98,37 (98,22) | 2,66 (2,80) 0,11 (0,11) 2,53 (2,71) 1,40 (1,47)
14 | 93,51 (93,87) | 1,02 (1,14) 0,25 (0,25) 2,02 (2,20) 0,71 (0,72)
15 | 92,37 (92,44) | 0,68 (0,87) 0,36 (0,36) 1,40 (1,41) 0,48 (0,40)
16 | 98,54 (98,48) | 2,07 (2,12) 0,11 (0,11) 1,66 (1,67) 0,69 (0,67)
17 | 97,50 (96,70) | 1,86 (2,13) 0,11 (0,11) 1,80 (1,78) 1,62 (1,59
18 | 93,89 (93,06) | 0,98 (1,17) 0,24 (0,24) 2,27 (2,21) 0,64 (0,68)
19 | 97,86 (97,36) | 1,15 (1,11) 0,12 (0,13) 1,38 (1,30) 0,54 (0,54)
20 | 97,12 (97,33) | 2,01 (1,84) 0,14 (0,14) 2,05 (2,03) 1,25 (1,28)
21 | 97,97 (98,67) | 2,78 (2,81) 0,13 (0,13) 2,54 (2,63) 1,60 (1,64)
22 | 97,28 (97,33) | 1,79 (1,84) 0,14 (0,14) 1,94 (2,03) 1,25 (1,28)
23 | 87,28 (87,65) | 0,49 (0,16) 0,50 (0,50) 1,44 (1,42) 0,38 (0,47)
24 | 93,90 (93,40) | 2,26 (2,15) 0,19 (0,19) 3,13 (2,99) 1,76 (1,67)
25 | 94,29 (93,71) | 0,41 (0,82) 0,40 (0,39) 1,07 (1,24) 0,39 (0,41)
26 | 97,59 (97,86) | 2,94 (2,84) 0,08 (0,08) 2,54 (2,64) 1,54 (1,59)
27 | 97,22 (97,33) | 2,04 (1,84) 0,14 (0,14) 2,12 (2,03) 1,32 (1,28)
28 | 96,84 (97,33) | 1,03 (1,16) 0,12 (0,12) 1,20 (1,21) 0,60 (0,67)
29 | 93,03 (94,05) | 0,98 (1,13) 0,27 (0,26) 2,15 (2,15) 0,69 (0,62)
30 | 93,30 (92,92) | 0,80 (0,83) 0,35 (0,36) 1,48 (1,42) 0,45 (0,43)
MCA f ndo 1,60 £ 0,15 5,37 + 0,29 0,58 + 0,04
0-1° [ 98,45 (98,26) | 0,79 (0,79) | 1,60 (1,60) 2,35 (2,36) 0,16 (0,18)

0-2¢ | 95,85 (94,44) | 0,86 (0,86) | 1,61 (1,60) 2,82 (2,82) 0,20 (0,20)

aN: Numero de experimento, POBC, capacidad de retencién de aceite; DU, dureza; CO, cohesividad;
AD, adhesividad; FR, fracturabilidad, y c¢Valor experimental (valor predicho por el modelo
correspondiente). Los valores experimentales son el promedio de cuatro réplicas de andlisis, MC,

materia grasa comercial €O, Optimizacion.’-, No determinada. 9nd, No detectada.
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Tabla 3.6. Variables de respuesta (propiedades viscoelasticas) obtenidas en el disefio Box-Behnken

para la formulacion de oleogeles de aceite de girasol alto oleico y Myv-1.

Variables de respuesta®°

a
N log Go' (Pa) mg (Pa.s) n log no*(Pa.s) my- (Pa.s?)
1 4,84 (4,82) 0,11 (0,11) 0,44 (0,45) 4,94 (4,95) -0,95 (-0,96)
2 4,96 (4,94) 0,11 (0,11) 0,44 (0,45) 5,04 (5,01) -0,95 (-0,96)
3 4,39 (4,34) 0,11 (0,10) 0,45 (0,44) 4,53 (4,47) -0,97 (-0,97)
4 4,88 (4,90) 0,13 (0,13) 0,32 (0,32) 4,99 (5,00) -0,96 (-0,95)
5 491 (4,94) 0,10 (0,11) 0,47 (0,45) 4,99 (5,01) -0,96 (-0,96)
6 5,01 (5,00) 0,17 (0,17) 0,35 (0,31) 5,24 (5,27) -0,95 (-0,94)
7 4,53 (4,51) 0,09 (0,09) 0,62 (0,58) 4,46 (4,47) -0,94 (-0,94)
8 4,84 (4,86) 0,13 (0,13) 0,58 (0,55) 4,93 (4,89) -0,93 (-0,93)
9 4,78 (4,74) 0,14 (0,13) 0,39 (0,39) 4,89 (4,88) -0,95 (-0,95)
10 4,32 (4,35) 0,09 (0,09) 0,55 (0,58) 4,40 (4,45) -0,96 (-0,95)
11 4,97 (4,95) 0,12 (0,12) 0,40 (0,38) 5,04 (5,00) -0,95 (-0,96)
12 4,96 (4,94) 0,10 (0,11) 0,43 (0,45) 5,05 (5,01) -0,96 (-0,96)
13 5,07 (5,09) 0,10 (0,11) 0,37 (0,37) 518 (5,21) -0,96 (-0,96)
14 4,64 (4,65) 0,11 (0,11) 0,60 (0,61) 4,43 (4,47) -0,93 (-0,92)
15 4,48 (4,49) 0,08 (0,07) 0,38 (0,40) 4,58 (4,56) -0,97 (-0,98)
16 490 (4,91) 0,12 (0,12) 0,36 (0,39) 5,01 (5,07) -0,96 (-0,95)
17 4,93 (4,94) 0,16 (0,16) 0,40 (0,36) 5,04 (5,07) -0,93 (-0,93)
18 4,36 (4,42) 0,11 (0,11) 0,60 (0,58) 4,42 (4,48) -0,94 (-0,93)
19 4,74 (4,75) 0,12 (0,10) 0,50 (0,52) 4,84 (4,82) -0,96 (-0,95)
20 4,95 (4,94) 0,11 (0,11) 0,47 (0,45) 5,04 (5,01) -0,95 (-0,96)
21 5,00 (5,03) 0,16 (0,15) 0,23 (0,29) 515 (5,17) -0,94 (-0,95)
22 4,92 (4,94) 0,10 (0,11) 0,47 (0,45) 5,00 (5,01) -0,95 (-0,96)
23 4,07 (4,05) 0,11 (0,10) 0,52 (0,57) 4,00 (3,95) -0,94 (-0,94)
24 4,74 (4,71) 0,11 (0,11) 0,64 (0,62) 4,81 (4,74) -0,93 (-0,92)
25 4,32 (4,35) 0,09 (0,11) 0,49 (0,45) 4,41 (4,50) -0,96 (-0,97)
26 512 (5,10) 0,16 (0,15) 0,33 (0,36) 534 (5,31) -0,93 (-0,93)
27 4,94 (4,94) 0,10 (0,11) 0,45 (0,45) 5,02 (5,01) -0,95 (-0,96)
28 4,83 (4,82) 0,14 (0,13) 0,44 (0,46) 4,96 (4,95) -0,94 (-0,95)
29 4,54 (4,53) 0,10 (0,10) 0,61 (0,64) 4,46 (4,47) -0,93 (-0,94)
30 4,53 (4,53) 0,09 (0,11) 0,43 (0,38) 4,60 (4,59) -0,96  (-0,96)
McCd 4,54 + 0,01 0,06 + 5-10°3 0,65 + 0,03 4,53 + 0,02 -0,96 + 4,103
O-1¢ 4,85 (4,84) 0,12 (0,13) 0,41 (0,41) 4,90 (4,84) -0,94 (-0,94)
0-2¢ 4,81 (4,61) 0,09 (0,09) 0,66 (0,62) 4,86 (4,66) -0,93 (-0,94)

aN: Numero de experimento,.? log Go', me y n, parametros del modelo correspondiente al médulo

elastico (G'), segun Ec. 2.3; log no* y mn+, pardmetros del modelo correspondiente a la viscosidad

compleja (n*), segun Ec. 2.4, y *Valor experimental (valor predicho por el modelo correspondiente). Los

valores experimentales son el promedio de cuatro réplicas de andlisis, gMC, materia grasa comercial

€0, Optimizacién.’-, No determinada. 9nd, No detectada.

En las Tablas 3.7 y 3.8 se muestran los coeficientes de cada modelo (B), indicados

en sus variables actuales, y la significancia estadistica de los términos de cada modelo, junto

con los coeficientes estadisticos. Todas las variables de respuesta fueron ajustadas

correctamente usando los modelos cuadraticos obtenidos (p < 0,0001), los cuales

presentaron valores R?, R%adj y R?pred dentro de los margenes adecuados y valores de AP
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mayores que 16,4, indicando sefiales adecuadas, ademas de valores no significativos del

parametro LOF (ver seccion 3.3.1).

Tabla 3.7. Coeficientes del modelo cuadratico para variables de respuesta (OBC y propiedades de
textura) del Disefio experimental 1, su significancia estadistica y los coeficientes estadisticos

correspondientes.

Coeficientes Variables de respuestaP

del

Modelo? OBC (%p/p) FR (N) DU (N) AD (N.s) CcoO
Bo 1,12-102 -2,14-10? 8,13-101 -3,23 4,19-101
BCwme 3,54 5,76-102™ 2,48-101™ 1,35-10 -1,09-10-
B -8,44-10-1" 5,09-101 -3,58-:10% 3,22:10% 7,93-103™
Bva -1,19-102* 2,18-103" -4,91-10% 5,83:10% 3,08-104™
Bre 4,75-10 1%+ 7,07-102" 1,56-101" 5,40-102™ 8,23-104™
BCwme-Va 3,89-104* 4,48-105" - 7,98-105" -5,00-10¢"
BCwmc-Tp - - - - -5,56-104
BCwms-Te - - - 3,67-103" -4,60-104™
BTp-Va - - 6,22-105" -5,46-10-°" -5,00-10-6"
BVa-Te - - - - -1,30-10¢"
BTp-Te - - - - -
BCwmg? -1,53.101*** 3,29-103%" - - 6,26-103™
Bp? 5,02:103%" 3,20-103™ - - -
Bva? 6,67-106** -2,05-106™ - -6,42-107" 3,64-108"
Be? 1,73-:102** -1 93.103™ -4,43.10-3** -1,62-103" 2,73-104™
Estadistica®
R2 0,9720 0,991 0,949 0,969 0,999
R2ad] 0,954 0,987 0,936 0,955 0,998
R?pred 0,930 0,973 0,904 0,904 0,996
AP 34,52 43,70 29,56 32,79 149,2

aCwmg, concentracion de Myv-1; Vg, velocidad de agitacion; Te, temperatura de enfriamiento. PIOBC,
capacidad de retencion de aceite; DU, dureza; AD, adhesividad; CO, cohesividad. °R?, R-cuadrado;
R2adj, R-cuadrado ajustado; R2?pred, R-cuadrado predicho; AP, precisiébn adecuada. Significancia
estadistica de los términos del modelo: ***p < 0,0001; **0,0001 < p < 0,05; *p > 0,05.
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Tabla 3.8. Coeficientes del modelo cuadratico para variables de respuesta del disefio (propiedades
viscoelasticas) experimental 1, su significancia estadistica y los coeficientes estadisticos

correspondientes.

Coeficientes

del

Variables de respuesta®

Modelo? log Go' (Pa) me (Pa.s) n Log no*(Pa.s) mpy- (Pa.s?)
Bo 3,49 1,06 -2,86 4,61 -6,01-:101
BCwmc 1,84-101™ -7,54-10°%™ 2,03-10%" 9,98-102™ -1,11-10™
B1p -1,28-102" -2,34:10% 7,79-10%" -1,98:10% -8,25:10%
Bva -1,50-10# -9,25-10°" 1,31-104 -3,92-10%" 8,78-10"
Bre 1,01-10™ -3,48-10°%" -4,52-10°%™ 5,27-10%™ 9,67-104"
BCwmec-Va -3,44-105" 1,42-10°5" - - 4,06-10%"
BCwc-Tp 1,64-10° - - 1,60-10%" 1,44-10*"
BCwmc-Te - -3,25-104" 1,32:10%" 8,85-10+ -
BTp-Va 9,31-10¢" - - 7,25-10%" -
BVa-Te - -1,90-10°¢ - -6,50-10°¢ -
BTp-Te -6,84-10+" - -3,88-10%" - -5,40-10-%"
BCwg? -1,08-102™ 5,24-10*" -2,69-10%" -7,74-10%™ -
Bp? - 1,45-10%" -4,24-104" - 4,91-10%"
Bva® -1,85-107™ - -1,68-107 - -3,18-10%"
Bre? -1,63-103™ - 7,79-10-4" -2,12-10-3™ 1,07-104™
Estadistica®
R? 0,989 0,880 0,924 0,985 0,896
R?ad] 0,983 0,826 0,884 0,977 0,842
R?pred 0,963 0,623 0,757 0,952 0,663
AP 47,45 16.44 16,63 46,49 16,73

aCwma, concentracion de Myv-1; Va, velocidad de agitacion; Te, temperatura de enfriamiento. log Go',
me' y n, parametros del modelo del médulo elastico (G'); °R?, R-cuadrado; R?adj, R-cuadrado ajustado;
R2pred, R-cuadrado predicho; AP, precision adecuada. Significancia estadistica de los términos del
modelo: ***p < 0,0001; **0,0001 < p < 0,05; *p > 0,05.

3.3.2.1 Capacidad de retencion de aceite

Todos los oleogeles preparados presentaron altos valores de OBC (87,24% - 99,84%),
confirmando la capacidad de estos materiales de formar una red cristalina fuerte capaz de
evitar la migracion de aceite, la cual es considerada un efecto indeseable ya que conduce a
defectos de calidad (Co y Marangoni, 2012). Un oleogel que presente bajo valor de OBC
podria liberar facilmente el aceite dentro de la matriz alimentaria, alterando de manera
negativa las propiedades sensoriales del producto (Blake y Marangoni, 2015).

Respecto al andlisis de los coeficientes de este modelo (Tabla 3.7), los factores mas
significativos (p < 0,0001) para esta respuesta, conforme a sus valores p, fueron los
correspondientes a los términos lineal y cuadratico de Cwc y Te, respectivamente, Otros

factores significativos fueron: T, (p = 0,0278), T, (p = 0,0379), V.2 (p = 0,0001), y la
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interaccion Cmc*Va (p = 0,0481). El término lineal correspondiente a Va no resultdé ser
significativo (p > 0,1).

El efecto de algunos factores experimentales en OBC se muestra graficamente en la
Figura 3.4. La Figura 3.4-A muestra el efecto de Cwue, Va Y la interaccion entre estos dos
factores sobre OBC. Se encontrd que la capacidad de retencién de aceite aument6 con el
incremento en Cyc hasta un cierto punto (~11% p/p), en el cual OBC alcanzé su maximo
valor. Incrementos en la concentracién de MG por encima de este punto mantuvieron el valor
de OBC cerca del maximo alcanzado. A altas Cwg, el incremento en V, resulta en un aumento
de OBC. Este resultado se encuentra en concordancia con lo reportado por Rocha-Amador y
col. (2014) en su estudio sobre las condiciones de preparacion de oleogeles de
monoglicéridos, quienes observaron un aumento en el nivel del orden molecular de la red
cristalina como consecuencia del incremento de la velocidad de agitacién. Probablemente, a
partir de Cmc~11 %p/p, las condiciones de agitacién influyen sobre la energia de las
interacciones moleculares y por ende en el alineamiento molecular.

Respecto a la temperatura de preparacion, el valor méas alto de OBC se obtuvo usando
la temperatura mas baja, en concordancia con lo indicado en la Ec 3.2 debido a la prevalencia
del término lineal negativo de T, sobre el correspondiente término cuadratico (T,%). Para
analizar el efecto de los factores mas significativos, los valores de las otras variables
independientes, Vay T,, fueron fijados en la condicion que permite maximizar OBC (Va = 1000
romy Tp,= 70 °C) (Figura 3.4-B). Se puede observar que, cuando se formulan oleogeles con
una concentracion de MG superior a 10,5%, es posible realizar la etapa de enfriamiento en
un rango cada vez mas amplio de temperaturas para alcanzar oleogeles con maxima
capacidad de retencion de aceite.

La menor OBC resulté al emplear Te mayores a 19 °C. Esto indica que un gradiente
menor de temperatura (T, - Te), el cual origind un perfil con velocidades de enfriamiento mas
bajas, produjo una estructura con baja capacidad de retencion de aceite. Esto pudo deberse
a la formacién de una red con mayor desorden estructural o a la formacién de cristales de
diferentes tamafios y/o formas.
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Figura 3.4. Superficies de respuesta para la capacidad de retencién de aceite (OBC) de los oleogeles.

Efecto de: A) velocidad de agitacion (Va) y concentracion de monoglicéridos (Cwve) para valores de la
temperatura de preparacion (Tp) y enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y Cmc para Tp=70 °C y

Va=1000 rpm. Los puntos corresponden a datos experimentales.

3.3.2.2 Propiedades de textura

3.3.2.2.1 Dureza

Los valores de dureza obtenidos en los oleogeles se encontraron entre 0,40y 2,95 N.
Teniendo en cuenta que la materia grasa comercial analizada mostré un valor promedio de
1,60 N, es posible pensar en el desarrollo de un material con una DU similar bajo las
condiciones evaluadas en este estudio. El modelo predictivo para la dureza en términos de
los factores experimentales (Tabla 3.7) resulté cuadratico en T.. De acuerdo al analisis
estadistico, el término lineal correspondiente a la concentracion de MG (Cwg) junto con el
cuadrético de Te (T¢?) resultaron ser los factores mas significativos (p < 0,0001). Los demas
términos no fueron significativos, excepto la interaccion Tp*Va (p = 0,0152).

El efecto de la temperatura de preparacion, la velocidad de agitacién y su interaccion
en la dureza de los oleogeles se muestra en la Figura 3.5-A. Como puede observarse, en los
valores mas bajos de temperatura de preparacion, la dureza disminuye con el aumento de la
velocidad de agitacion, mientras que este efecto se invierte en valores de T, mas altos,
encontrandose que DU se incrementa al aumentar V.. El valor de DU méaximo se obtuvo al
seleccionar los valores mas altos de T, y Va. Resulta importante mencionar que todos los

oleogeles se obtuvieron mediante calentamiento de la mezcla aceite-MG a temperaturas
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superiores a la temperatura de fusion de los MG (54,6 °C). Por lo tanto, se espera que las
estructuras cristalinas hayan sido destruidas por completo en cualquiera de las T, analizadas.
Sin embargo, la preparacion de oleogeles a alta Va y alta T, pudo haber expuesto nuevos
sitios de enlace de hidrégeno, los que podrian participar en la estabilizacién de la red de gel
mediante una distribucion diferente de los MG en el aceite luego del proceso de enfriamiento.
Por otro lado, a bajas velocidad de agitacion y temperatura de preparacién, pareciera ocurrir
un fenémeno diferente, por lo que el nivel de dureza obtenido no es tan bajo como podria
esperarse. Del mismo modo, este resultado podria indicar que las condiciones de agitacion
estarian afectando la alineacion molecular, si bien la agitacion fue detenida antes de enfriar.

Resultados similares han sido reportados previamente por Rocha-Amador y col. (2014).

80 175 10

1m2s~_ 8
s Cwc (%p/p)

va (rpm) 400 T8 Tp (oc) '|'e (OC)

2007 70

Figura 3.5. Superficies de respuesta para la dureza (DU) de los oleogeles. Efecto de: A) Velocidad de
agitacion (Va) y temperatura de preparacion (Tp) para valores de la concentracion de monoglicéridos
(Cwmg) y temperatura de enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y Cmc para valores de Tpy Va en el

punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

Por otro lado, el efecto de la concentracion de MG en la dureza de los oleogeles se
muestra en la Figura 3.5-B. Se evidencié un incremento lineal en la dureza al aumentar la
concentracion del agente estructurante, dentro del rango estudiado. Ademas, se observo que,
para todas las concentraciones de MG analizadas, DU se incrementa con el aumento de Te
hasta 17,5 °C, pero disminuye gradualmente por encima de este valor demostrando la

presencia de un 6ptimo en el perfil de enfriamiento.
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3.3.2.2.2 Cohesividad

Los valores de CO obtenidos para los oleogeles preparados se encontraron entre
0,079y 0,50, resultando més bajos que el correspondiente a la materia grasa comercial (0,58
+ 0,04) seleccionada para la comparacion. De acuerdo al modelo obtenido (Tabla 3.7), CO
presenté dependencia cuadrética respecto de los factores Cwug, Va y Te. Ademas, todos los
términos resultaron altamente significativos (p < 0,0001), excepto Cuc*Va (p = 0,0017), Va*Te
(p = 0,0072), y Va2 (p = 0,0023), que igualmente mostraron tener significancia estadistica
sobre la respuesta.

El efecto de los factores experimentales en esta propiedad se muestra en la Figura
3.6. La cohesividad relaciona el trabajo de penetracion realizado en el segundo ciclo con el
correspondiente al primer ciclo. Este parametro mecanico es una medida de la fuerza de los
enlaces internos del material que constituyen el cuerpo del mismo. Al comparar las Figuras
3.5-Ay 3.6-A., se observa que el efecto de T, y Va en la cohesividad es totalmente opuesto
al observado sobre la dureza. Esto puede explicarse de la siguiente manera: los valores de
dureza mas altos se asociaron con valores de trabajo de compresion mas altos en el primer
ciclo (Al), mientras que los valores de trabajo de compresién en el segundo ciclo (A3) no
variaron en gran medida al cambiar las condiciones de procesamiento (Al oscil6 entre 2,475
y 21,047 N.s y A3 oscil6 entre 0,817 y 2,268 N.s). Como consecuencia, la cohesividad (A3/A1)
tiende a disminuir a medida que aumenta la dureza (proporcional a A1l). Un comportamiento
similar se obtuvo por efecto de la concentracion de MG, ya que la cohesividad disminuyé con

el incremento en Cue en la formulacion de oleogeles (Figura 3.6-B).
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Figura 3.6 Superficies de respuesta para la cohesividad (CO) de los oleogeles. Efecto de: A) Velocidad
de agitacion (Va) y temperatura de preparacion (Tp) para valores de la concentracion de monoglicéridos
(Cwma) y temperatura de enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y Cwc para valores de Tpy Va en el

punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

Respecto al efecto de la temperatura de enfriamiento, a niveles bajos de
concentracion de MG el efecto es mas notable que a altas Cwmg, incrementandose
significativamente la CO al aumentar los valores de este factor (Figura 3.6-B). Por lo tanto, se
podria pensar que los oleogeles mas firmes inicialmente presentaron estructuras mas fuertes,
pero una vez que fueron sometidos a una penetracion, se produjo una mayor deformacion no
recuperable. Resulta interesante notar que el parametro A3 proporciona informacién sobre
las estructuras intactas después del primer ciclo de penetracion y, por lo tanto, sobre la
presencia de enlaces mas persistentes. Con el fin de establecer una relacion entre las
condiciones de preparacion de los oleogeles y A3, se realiz6 un analisis adicional de esta
respuesta. Se encontré que la temperatura de enfriamiento y la concentracion de MG fueron
los factores mas significativos (p < 0,0001), mostrando que, al aumentar los niveles de ambos
pardmetros, A3 aument6 hasta alcanzar el valor maximo. Por lo tanto, el hecho de que los
materiales obtenidos a la temperatura de enfriamiento mas alta hayan desarrollado los valores
de A3 mas altos podria sugerir la presencia de una estructura diferente en la red cristalina
formada. Este concepto se retomara en la discusion de los resultados de las pruebas

reologicas realizada en la Seccién 3.3.2.5.1.
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3.3.2.2.3 Adhesividad

Los valores del parametro mecanico AD obtenidos para los oleogeles formulados se
encontraron entre 0,84 y 3,13 N.s, resultando mas bajos que el correspondiente a la materia
grasa comercial (5,37 + 0,29 N.s).

En el modelo obtenido para representar la AD (Tabla 3.7), los factores que resultaron
ser mas significativos (p < 0,0001) fueron la concentracion de MG y la temperatura de
enfriamiento en sus términos lineal y cuadratico, respectivamente. Otros términos
significativos fueron V.? (p = 0,0206) y las interacciones Cuc*Va (p = 0,0293), Cuc*Te (p =
0,0031), y To*Va (p = 0,0007). El término correspondiente a la temperatura de preparacion no
fue significativo (p > 0,1).

El efecto de las condiciones de preparacion de los oleogeles sobre la adhesividad se

muestra en la Figura 3.7.

V, (rpm) 400‘\\\ _____ 75 T.(°C N Y
@ 200 770 » () T. (°C) 576 Cu (%p/p)

Figura 3.7. Superficies de respuesta para la adhesividad (AD) de los oleogeles. Efecto de: A) Velocidad
de agitacion (Va) y temperatura de preparacion (Tp) para valores de la concentracion de monoglicéridos
(Cwa) y temperatura de enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y Cwc para valores de Tpy Vaen el

punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

La adhesividad representa el trabajo necesario para retirar el instrumento de medicion
de la muestra. Los valores méas altos de AD, en términos de su valor absoluto, fueron
obtenidos combinando un nivel bajo de temperatura de preparacién con un nivel alto de
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velocidad de agitacion, y viceversa (Figura 3.7-A.). Por lo tanto, estos factores mostraron un
efecto similar tanto en AD como en CO. Ademas, la interaccion de los factores més
significativos (Figura 3.7-B.) mostr6é que, incrementando tanto la concentracion de MG como
la temperatura de enfriamiento, la adhesividad se incrementa alcanzando un valor maximo
en el extremo del rango analizado para estos factores. Resultados similares han sido
previamente reportados en oleogeles formulados con MG saturados y aceite de oliva (Yilmaz
y Ogiitcti, 2014). Por otro lado, en el presente trabajo se encontré que la temperatura de
enfriamiento representa un factor particularmente importante en esta variable de respuesta,
ya que bajas velocidades de enfriamiento (altos valores de T.) parecieran originar fuerzas

atractivas mayores entre la superficie del oleogel y la superficie del instrumento de medicién.

3.3.2.2.4 Fracturabilidad

Todos los oleogeles formulados mostraron fragilidad, al presentar fractura cuando se
sometieron a una determinada fuerza de penetracion. Los valores de FR obtenidos para los
oleogeles formulados se encontraron entre 0,36 y 1,76 N, mientras que la materia grasa
comercial analizada no mostro6 el pico correspondiente a este parametro mecanico.

El analisis de la varianza (ANOVA) indicé que el modelo obtenido para representar la
FR fue cuadratico en todos los factores (Tabla 3.7). De acuerdo a los resultados del analisis
estadistico, el término lineal correspondiente a la concentracion de MG (Cwg) junto con los
términos cuadraticos T,?, Va2 y Te?, resultaron ser los factores de mayor influencia (p <
0,0001). Otros términos significativos fueron: Va (p = 0,0004), Te (p = 0,0174), Cwc? (p =
0,0182), y la interaccién Cuc*Va (p = 0,0146).

Los efectos de los factores experimentales en FR de los oleogeles se muestran en la

Figura 3.8.
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Figura 3.8. Superficies de respuesta para la fracturabilidad (FR) de los oleogeles. Efecto de: A)
Velocidad de agitacion (Va) y concentracién de monoglicéridos (Cwmg) para valores de la temperatura
de preparacion (Tp) y enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y Tp para valores de Cwmc y Va en el

punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

De manera similar al resultado encontrado para el pardmetro dureza, la fracturabilidad
de los oleogeles mostré un aumento lineal con el incremento en la concentracién de MG
(Figura 3.8-A). Esto significa que, al aumentar la concentracion de agente estructurante, los
oleogeles se vuelven mas consistentes, pero al mismo tiempo mas quebradizos. Por otro
lado, se observé que para todas las concentraciones de MG analizadas, la fracturabilidad se
increment6 al aumentar la velocidad de agitacién hasta 650 rpm, disminuyendo a partir de
este valor.

Respecto al efecto de la temperatura en la fracturabilidad (Figura 3.8-B), al
incrementarse la temperatura de preparacion hasta 80°C el valor de esta respuesta aumento,
pero luego disminuy6 gradualmente con el incremento de este factor. La temperatura de
enfriamiento mostré un efecto similar en FR, observandose un maximo en esta respuesta a
17,5 °C. Es importante mencionar que, por lo general, aquellos productos con altos valores
de dureza y bajos niveles de cohesividad son los que muestran fractura (Bourne, 2002), lo
cual concuerda con los resultados encontrados en las propiedades de textura analizadas

anteriormente.
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3.3.2.3 Médulo elastico

Los resultados obtenidos en los ensayos de barrido de frecuencia mostraron que todos
los oleogeles formulados presentaron un comportamiento de tipo gel (G' > G") debido a la
presencia de una red cristalina, lo cual coincide con lo observado previamente por Da Pieve
y col. (2010) en su estudio de oleogeles de monoglicéridos y aceite de oliva.

Los puntos experimentales correspondientes al parametro G' se transformaron
matematicamente usando la funcién logaritmica y se ajustaron adecuadamente mediante la
Ec. 2.2 (R?> 0,99). Los parametros del ajuste de este modelo (log Go', me y n) obtenidos para
cada condicion de preparacion del oleogel, se muestran en la Tabla 3.6. Los rangos obtenidos
para los parametros reolédgicos fueron: 4,07 — 5,12 Pa para log Go', 0,078 — 0,17 Pa.s para
me', y 0,32 — 0,64 para n. Teniendo en cuenta que la materia grasa comercial analizada
mostrd un valor promedio de log Go' de 4,54 Pa, es posible pensar en el desarrollo de un
material que presente un valor similar de este parametro bajo las condiciones ensayadas en
este estudio. Por otro lado, el valor de mg obtenido para la MC fue de 0,06 Pa,s, menor que
los valores correspondientes a todos los oleogeles formulados, mientras que el valor de n fue
de 0,65.

El efecto de las condiciones de procesamiento de los oleogeles en los parametros de
la ecuacion correspondiente a log G' (Ec. 2.2) fue modelado mediante el software Design
Expert. Respecto al modelo obtenido para el parametro log Go' (Tabla 3.8), los términos
cuadrético y lineal de Cuc y Te mostraron los efectos mas significativos (p < 0,0001). Otros
términos significativos fueron: T, (p = 0,0114), Va2 (p = 0,0378) y las interacciones Cuc*Tp (p
= 0,0015), Cwc*Va (p = 0,0056), Tp*Va(p = 0,0047) y Tp*Te (p = 0,0001).

La Figura 3.9-A muestra que los valores mas altos de log Go' fueron obtenidos usando
la mayor Cue. Dado que este parametro reoldgico estd asociado a la magnitud de G', se
puede decir que al incrementar la concentracién de agente estructurante, el caracter elastico
de los oleogeles formulados aumentaria en forma practicamente lineal, en concordancia con
el resultado encontrado para la dureza de los oleogeles. Una correlacién entre estas dos
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propiedades ha sido previamente reportada por algunos autores (Alexa y col., 2010;
Emadzadeh y col., 2013). Ademas, se evidencié que la velocidad de agitacion no tuvo un

efecto importante en esta respuesta.
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Figura 3.9. Superficies de respuesta para el pardmetro log Go' del modelo descripto por la Ec. 2.3.
Efecto de: A) Velocidad de agitacion (Va) y concentracion de monoglicéridos (Cwmg) para valores de la
temperatura de preparacion (Tp) y enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y Tp para valores de Cwe

y Va en el punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

Respecto a la Figura 3.9-B., los valores mas altos de log Go' se obtuvieron usando
una temperatura de enfriamiento de alrededor de 17,5 °C para las mezclas preparadas a 70
°C,yentre 11,5y 17,5 °C para las mezclas preparadas a 90 °C. En general, las tendencias
observadas en el comportamiento del parametro log Go' en funcion de la velocidad de
agitacion y la temperatura de preparacion, y respecto de la temperatura de enfriamiento y la
concentracion de MG, fueron similares a las mostradas por la dureza (Figura 3.8).

En cuanto al modelo obtenido para el parAmetro mg (Tabla 3.8), correspondiente al
modelo log G', la concentracion de MG resultd ser el factor con mayor influencia en esta
respuesta (p < 0,0001). Otros factores significativos fueron: Va (p = 0,0296), Te (p = 0,0007),
Cwma? (p = 0,0325), T2 (p = 0,0007), y las interacciones Cuc*Va (p = 0,0001) y Cuc*Te (p =

0,0033).
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Todos los valores obtenidos fueron positivos, indicando que G' aumenta con @ en
todos los oleogeles formulados (Figura 3.10). Respecto a la magnitud de mg, todos los
materiales presentaron valores pequefios, indicando asi que los geles presentan una baja
dependencia con @ y por lo tanto, una estructura elastica fuerte (Patel y col. 2014). A partir
de explorar el modelo obtenido en el rango experimental estudiado, se encontré que el valor
mas alto de este parametro se obtuvo, independientemente del valor de la temperatura de
preparacion, a partir de las siguientes condiciones: Cvs = 6 % p/p, Va =200 rpmy T = 30 °C,
y Cme =14 % p/p, Va = 1000 y and T. = 5 °C. Esto significa que los oleogeles obtenidos bajo
estas condiciones de procesamiento presentan un comportamiento con mayor dependencia
de la frecuencia angular que el resto de los materiales. Ademas, estos oleogeles mostraron
valores bajos del parametro log Go'. Dado que, desde el punto de vista reolégico, geles fuertes
presentan valores altos del médulo elastico y éstos son independientes de la frecuencia
angular, esto sugiere que los materiales obtenidos bajo las condiciones mencionadas podrian
tener una estructura de red débil. En base a los resultados obtenidos en el parametro de
dureza, la condicién de preparacion mencionada en primer lugar fue asociada con oleogeles
mas blandos, mientras que la segunda se correspondié con oleogeles duros. Esta aparente
discrepancia entre los resultados de las propiedades de textura y reolégicas esta asociada
probablemente a la naturaleza diferente de cada tipo de ensayo (alta y baja deformacion,

respectivamente).
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Figura 3.10. Superficies de respuesta para el parametro me del modelo descripto por la Ec. 2.3. Efecto
de: A) Velocidad de agitacion (Va) y concentracion de monoglicéridos (Cwc) para valores de la
temperatura de preparacién (Tp) y enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y Cwc para valores de Tp

y Va en el punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

El modelo obtenido para el pardmetro n esta representado por la Figura 3.11. Como
puede verse en la Tabla 3.8, los factores mas significativos (p < 0,0001) fueron los térmicos
lineal y cuadratico correspondientes a la temperatura de enfriamiento. Otros términos
significativos fueron: Cugc (p = 0,0005), Tp (p = 0,0040), Va (p = 0,0094), Cuc? (p = 0,0038), Tp?
(p=0,0042), y las interacciones Cuc*Te (p = 0,0010) y Tp*Te (p = 0,0105). Utilizando el modelo
obtenido en el rango experimental estudiado fue posible determinar las condiciones de
preparacion que permiten lograr oleogeles con valores del parametro n similares a los
mostrados por la MC (0,65). Los valores mas altos de este pardmetro se alcanzaron bajo las
siguientes condiciones de procesamiento: Cue = 9,1 — 12,6 % p/p, Tp = 75 - 80 °C, Va2 =400
- 600 rpm y Te = 30 °C. Estas condiciones de preparacion fueron asociadas con valores

intermedios de dureza y cohesividad, y altos valores de adhesividad.

72 |



Capitulo 3: Optimizacién de las condiciones de preparacion de oleogeles

25085
ogSorts
37

R

2

7
LA

e
290200,

Cwc (%p/p) a‘.“‘- _______ N
| — 11.25

5-..,3.0----"'*'25%5 T, (°C)

Figura 3.11. Superficies de respuesta para el pardmetro n del modelo descripto por la Ec. 2.3. Efecto
de: A) Concentracién de monoglicéridos (Cwc) y temperatura de enfriamiento (Te) para valores de la
velocidad de agitacién (Va) y la temperatura de preparacién (Tp) en el punto central; B) Va 'y Tp para

valores de Tey Cwmc en el punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

3.3.2.4 Viscosidad compleja

La viscosidad compleja (n*) de un oleogel es una medida de la resistencia que
presenta el material frente a los esfuerzos de corte. De esta manera, un material con alta n*
se caracteriza por su alta resistencia al flujo. Para obtener un modelo adecuado de este
pardmetro, los datos experimentales fueron transformados matematicamente usando la
funcién logaritmica y se ajustaron mediante la Ecuacién (2.3), donde log no* representa el
valor de log n* para ®=1 rad/s (este valor esta directamente asociado con la magnitud n*),
mientras que my- corresponde a la pendiente de la curva log n* vs, log @ (indicando la
velocidad de cambio de n* con ®). El modelo matematico obtenido resulté ser adecuado,
presentando valores de R? > 99,95%. Los valores de los parametros log no* y my+ obtenidos
para los oleogeles formulados en cada condicién de procesamiento ensayada se muestran
en la Tabla 3.6, encontrdndose en un rango comprendido entre 4,00 y 5,34 Pa.s, y entre -
0,93 y -0,97 Pa.s?, respectivamente. Dado que los valores de log no* y my- obtenidos para la
materia grasa comercial analizada fueron de 4,53 Pa.s y -0,96 Pa.s?, respectivamente, se
puede afirmar que es posible desarrollar oleogeles de MG y aceite de girasol alto oleico que

presenten valores de n* similares a este producto.
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De acuerdo al modelo obtenido para log no*, se encontrd que los factores que mayor
influencia (p < 0,0001) ejercieron sobre este parametro fueron Cuc y Te, €n sus términos lineal
y cuadrdtico, respectivamente. Otros factores significativos fueron: Vi (p = 0,0454) y la
interaccion Cuc*Tp (p = 0,0157). Como puede observarse en la Figura 3.12-A, los valores
mas altos de log no* fueron obtenidos para los oleogeles formulados con la concentracion de
MG mas alta, y en dicha situacion, incrementandose levemente con el aumento de Tp.
Respecto a la Figura 3.12-B, para todo el rango de V,, el valor mayor de log no* encontrado
fue al usarse una Te entre 11 y 17,5 °C. Este resultado es analogo al hallado para el
parametro log Go'. De este modo, las condiciones de preparacion que generaron oleogeles
con el mayor valor de G', lo cual indica mayor elasticidad, también produjeron materiales con
el valor mas alto de n*, es decir, oleogeles mas resistentes a la deformacién, al menos para

=1 rad/s.

log no* (Pa.s)

2 75 s
175,

B~ 8 T, (°C) 1125 40 V,(rpm)

T,(°C) 7076 Cuc (%plp) 57200

Figura 3.12. Superficies de respuesta para el parametro log no* del modelo descripto por la Ec. 2.4.
Efecto de: A) la concentracion de monoglicéridos (Cwvc) Yy la temperatura de preparaciéon (Tp) para
valores de la velocidad de agitacion (Va) y temperatura de enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te

y Va para valores de Tpy Cwmc en el punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

En el modelo obtenido para m.-, los factores que mayor efecto presentaron (p <
0,0001) sobre este parametro fueron, al igual que en el caso anterior, Cuc Yy Te, €N SUS

términos lineal y cuadratico, respectivamente. Otros factores significativos fueron: Te (p =
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0,0041), T2 (p = 0,0263), Va2 (p = 0,0219) y las interacciones Cuc*Tp (p = 0,0462), Cvc*Va (p
=0,0262) y Ty*Te (p = 0,0216).

Debido a que todos los valores de my- obtenidos fueron negativos (Tabla 3.5), es
posible afirmar que todos los oleogeles presentaron valores de viscosidad compleja mayores
cuando la fuerza de corte fue baja, y decrecio cuando la fuerza de corte se incremento. Este
fenbnemo es conocido en el area de estudio de reologia como “shear thinning” o
adelgazamiento por cizalladura (Hasenhuettl y Hartel, 2008). La Figura 3.13-A muestra el
efecto de la concentracion de MG, la velocidad de agitacién y su interaccién en esta variable
de respuesta. Los valores mas bajos de my, considerando su valor absoluto ya que este
pardmetro se encuentra asociado a cambios en n* al variar la frecuencia angular (Ec.2.4),
fueron obtenidos usando la menor concentracién de MG y la velocidad de agitacién mas alta,

indicando cambios menores en la viscosidad en estas condiciones de procesamiento.

m,.(Pa.s)
m,.(Pa.s)

Figura 3.13. Superficies de respuesta para el parametro mys, Efecto de: A) la concentracion de
monoglicéridos (Cwmc) Y la velocidad de agitacion (Va) para valores de la temperatura de preparacion
(Tp) y temperatura de enfriamiento (Te) en el punto central; B) Te y T, para valores de Vay Cwme en el

punto central. Los puntos corresponden a datos experimentales.

Ademas, la superficie de respuesta mostrada en la Figura 3.13-B sugiere que
enfriando a 30 °C y aproximadamente independiente de la temperatura de preparacién, asi
como trabajando a la méas alta T, y la mas baja Te, se obtienen los valores mas bajos, en valor

absoluto, de my~. Comparando las Figuras 3.12-B y 3.13-B puede observarse que una
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temperatura de enfriamiento de 17,5 °C permiti6 obtener oleogeles con alta viscosidad
compleja a bajos niveles de frecuencia angular, con una rapida velocidad de disminucién de

este parametro al incrementarse la frecuencia.

3.3.2.5 Optimizacién multirespuestay verificacion de los modelos mateméticos

Con el objetivo de producir un oleogel con propiedades fisicas similares a la materia
grasa comercial utilizada como producto modelo, los modelos matematicos obtenidos para
cada respuesta fueron usados para llevar a cabo una optimizacién multirespuesta, con el fin
de encontrar un conjunto de condiciones adecuadas para los parametros de procesamiento
(variables independientes), que permitieran cumplir con las restricciones impuestas sobre las
variables de respuesta.

En la primera optimizacién (O-1), los valores de DU y log Go' se fijaron en los
correspondientes a la MC, 1,60 N y 4,54 Pa, respectivamente, y se maximizaron los valores
de OBC, CO y AD, dejando que las demas respuestas tomaran valores dentro del rango de
analisis. En este caso, se le dio la mayor prioridad a la restriccion OBC, debido a la
importancia que este pardmetro tiene para la formulacion posterior de productos comerciales.
Bajo estas restricciones, el valor maximo de la funcion de deseabilidad (D = 0,748) se
encontré utilizando las condiciones de preparaciéon de oleogel siguientes: Cuc = 10,8 % p/p,
Tpo= 70 °C, Va= 1000 rpm y Te = 24 ° C. En la segunda optimizacién (O-2), se sumé a los
criterios de la O-1 la restriccion correspondiente a los valores de log no* y my+- del modelo de
n*, fijos en los correspondientes a la MC, 4,53 Pa.s. y -0,96 Pa.s?, respectivamente, y se
agrego la restriccion de minimizar Cwg, estableciendo el mismo nivel de importancia a todas
las restricciones. El resultado 6ptimo encontrado para este caso fue: Cuc = 12,4 %p/p, Tp=
85 °C, Va=200rpm, y Te= 30 °C, y el valor D correspondiente fue 0,752. Ambas condiciones
Optimas se usaron en tres ensayos independientes para verificar la validez de los modelos
predictivos. Como se puede observar en las Tablas 3.5 y 3.6, bajo ambas condiciones de

preparacion, O-1y O-2, los valores experimentales de las variables de respuesta fueron muy
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cercanos a los valores predichos. Al comparar las propiedades de los oleogeles obtenidos en
las condiciones de preparacion 6ptimas con las de la materia grasa comercial, se observo
gue los oleogeles alcanzaron el mismo valor de DU y se cumplio la restriccién impuesta en
AD. Sin embargo, los valores de CO fueron mas bajos que el maximo posible. Las
propiedades AD y CO de los oleogeles deberian mejorarse para alcanzar la funcionalidad de
la materia grasa comercial en todas las propiedades analizadas, siendo una posibilidad a
evaluar en el futuro la introduccion de un estructurante adicional en la formulacion del gel.
Con respecto a los parametros de los modelos log G' y log n*, estos fueron cercanos a los
valores encontrados para el producto comercial. La Figura 3.14 muestra la evolucién de los
datos experimentales G' y n* en el ensayo de barrido de frecuencia angular con los
correspondientes modelos de ajuste para los oleogeles obtenidos en las condiciones de
preparacion 6ptimas (O-1 y O-2). Estos oleogeles se comportaron con la misma tendencia
gue la MC, exhibiendo valores levemente superiores. Ademas, puede observarse que los

modelos representaron satisfactoriamente el comportamiento de cada respuesta analizada.
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Figura 3.14. Ensayo de frecuencia angular. Evolucién de (A) el médulo elastico (G") y (B) la viscosidad
compleja (n") con la frecuencia angular (w) de oleogeles preparados en las condiciones de optimizacion

0O-1 (o) y O-2 (A), y la MC (o). Las lineas corresponden al ajuste de los datos experimentales por los
modelos correspondientes para O-1 (—), O-2 (—) y MC (—).

77 |



Capitulo 3: Optimizacién de las condiciones de preparacion de oleogeles

En base a estos resultados, es posible afirmar que los objetivos de la optimizacion
multirespuesta se cumplieron practicamente en su totalidad.

Teniendo en cuenta los resultados correspondientes a OBC, se obtuvieron valores
mayores de este parametro en los oleogeles obtenidos mediante O-1, en comparacién con
los preparados a partir de las condiciones de O-2 (98,5 vs. 95,8 %p/p). Un oleogel con baja
OBC podria exudar aceite dentro de la matriz alimentaria donde se incorpore, alterando
negativamente su calidad (Blake y Marangoni, 2015). Por este motivo, y considerando que
O-1 permite minimizar la cantidad de agente estructurante utilizada, beneficiando de esta
manera el perfil nutricional del oleogel obtenido, las condiciones de preparacion obtenidas

mediante la optimizacién 1 resultan ser mejores que las de la optimizacion 2.

3.3.2.5.1 Determinacion de los perfiles de enfriamiento

El proceso de enfriamiento de la mezcla fundida, que resulta en la obtencion del
material gelificado, tiene lugar mediante el intercambio de calor entre la mezcla y el ambiente.
En los ensayos correspondientes al disefio experimental 1, el aire ambiente se encontré a
tres temperaturas diferentes (Te= 5, 17,5y 30 °C), por lo cual las muestras experimentaron
distintas velocidades de enfriamiento hasta alcanzar la temperatura final. Con el fin de
estudiar el comportamiento reoldgico que tienen las formulaciones a medida que sucede el
proceso de enfriamiento en cada caso, se debié replicar cada perfil térmico en la
programacion del redémetro. Para ello, se registré el perfil de temperatura de muestras
preparadas bajo las condiciones de Cwg, Tp Y Va correspondientes a la optimizacion 1 (O-1),
insertando una termocupla en el centro de la muestra fundida y enfriando hasta las distintas
Te (Figura 3.15-A). Cada perfil de temperatura obtenido fue descripto usando diferentes
velocidades de enfriamiento en distintos intervalos de tiempo y esta descripcién del proceso
fue usada en la programacion del reémetro para obtener la evolucién del médulo eléstico de

las muestras en funcion de la temperatura (Figura 3.15-B).
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Figura 3.15. Proceso de enfriamiento de oleogeles preparados en las condiciones de optimizacién O-
1 (Cwe = 10,76 %p/p, Va = 1000 rpm, Tp = 70 °C). (A) Perfiles de temperatura experimentales
correspondientes a Te de 5 °C (A), 17,5 °C (o) y 30 °C (e) y los correspondientes utilizados en la
programacion del reémetro, mostrados en lineas punteadas; (B) Evolucion de G' para los perfiles de
temperatura correspondientes a Te de 5 °C (A), 17,5 °C (o) y 30 °C (e) replicados en el redmetro; (C)
Evolucion de G' para las mezclas obtenidas previamente mediante el proceso de enfriamiento
correspondiente a Te de 5 °C (A), 17,5 °C (o) y 30 °C (e) cuando son calentadas desde 5 hasta 70 °C

a1l °C/min.

La temperatura de gelificacion, determinada como el punto de divergencia en el valor

G', fue aproximadamente la misma para todas las muestras analizadas, y oscil6 entre 35y 36
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°C. Elaumento constante en G' después del inicio de la gelificacion indica la evolucion de una
forma estructural Unica, tal como se puede observar en la curva correspondiente a Te =5 ° C.
Sin embargo, para los perfiles de temperatura correspondientes a la Te de 30 y 17,5 °C se
encontré una segunda forma estructural hacia el final del proceso de enfriamiento, indicada
por la inflexibn observada en las curvas (resaltadas en la Figura 3.15-B con un circulo
punteado). La existencia de una segunda forma estructural también fue evidenciada por Qjijo
y col. (2004a) en los ensayos reoldgicos de oleogeles formulados a partir de monoglicéridos
de &cido esteérico y palmitico y aceite de oliva. Es posible pensar que la formaciéon de una
estructura secundaria fue la responsable del comportamiento mostrado por los oleogeles en
los ensayos de TPA, afectando directamente a los resultados de los pardmetros de DU y CO.
Los cristales de monoglicéridos son polimorficos, es decir, pueden existir en mas de una
forma cristalina. A velocidades de enfriamiento muy bajas, la nucleacion de monoglicéridos
puede ocurrir tanto en las formas polimérficas a como 3, las cuales pueden presentar
diferentes caracteristicas durante el proceso de gelificacion. En cambio, a velocidades de
enfriamiento rapidas, se ha demostrado que la cristalizacion de la mezcla fundida se produce
solo en la forma a. De esta manera, la nucleacion inicial en la forma polimérfica 3 durante el
enfriamiento a baja velocidad puede conducir al desarrollo de la mayor parte de la dureza,
con posterior evolucién estructural en la forma a que contribuye levemente a la dureza de la
red cristalina que compone el oleogel (Ojijo y col., 2004a).

Teniendo en cuenta que al enfriar la mezcla fundida a distintas condiciones de tiempo-
temperatura se obtienen oleogeles con diferente historia térmica, y como se menciond
anteriormente, con diferente arreglo estructural, un estudio adicional se llevé a cabo para
estimar el comportamiento reoldgico de los oleogeles cuando son sometidos a un proceso de
calentamiento posterior. Para ello, se agreg6 un intervalo de calentamiento a 1 °C/min
(correspondiente a la velocidad de enfriamiento que experimentan los oleogeles al comienzo
del proceso), desde 5 hasta 70 °C, en el programa del reémetro descripto anteriormente. Para
las muestras correspondientes a Te igual a 17,5y 30 °C, fue necesario incorporar un intervalo
de enfriamiento a 1 °C/min desde T hasta 5 °C, con el objetivo de permitir que todas las
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muestras comenzaran el test desde la misma temperatura, que corresponde a la temperatura
de almacenamiento usada (5 °C). La Figura 3.15-C muestra la evolucion del médulo elastico
de las muestras, previamente obtenidas bajo diferentes perfiles de temperatura, y
subsecuente calentamiento a la misma velocidad (1 °C/min). Si bien los valores de G' para
los tres oleogeles fueron diferentes al comienzo del proceso de calentamiento (valor final del
proceso de enfriamiento), todos mostraron un comportamiento general similar al
incrementarse la temperatura: una disminucion inicial en el valor de G', el cual pudo
relacionarse con cambios en la organizacién de la red, seguido de un incremento en G'y
posterior disminucion abrupta correspondiente a la fundicion del material. Es posible notar
gue el valor de G' es el mismo en un valor de temperatura de aproximadamente ~31 °C para
las tres muestras, lo cual podria indicar que en esta condicién no existen diferencias en la
forma polimorfica presente en la estructura cristalina de las mismas. En este punto, pareceria
gue las propiedades viscoelasticas de estos materiales no estan influenciadas por su historia
térmica. Sin embargo, los valores de G' difieren notablemente a 20 °C, temperatura en la que
se usan normalmente los productos grasos que se desean sustituir, y esto es consistente con
los resultados encontrados durante este trabajo. Los oleogeles se fundieron completamente
cuando se alcanz6 una temperatura de ~ 54 °C. Esta temperatura se correspondié con el

punto de fusion del agente estructurante utilizado.

3.3.2.5.2 Microestructura

La microestructura de los oleogeles preparados en las condiciones de optimizacion 1
(O-1) fue estudiada utilizando las imagenes obtenidas con la técnica de microscopia 6ptica
de luz polarizada; ademas, el estudio se ampli6 a otras condiciones de enfriamiento, utilizando
los valores de Cweg, Vay Te correspondientes a O-1, con Tede 5, 17,5y 30 °C. Las micrografias
obtenidas (Figura 3.16) muestran cristales de MG en forma de aguja agrupados de manera
irregular. Las zonas mas claras corresponden en algunos casos a los cristales de

monoglicéridos, mientras en otros casos, éstos son identificados por las zonas més oscuras.
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Resultados similares han sido reportados previamente en otras contribuciones en las que se
us6 Myverol como agente estructurante de otros tipos de aceites (Ojijo y col., 2004b; Rocha-
Amador y col., 2014). Rocha-Amador y col. (2014) reportd la misma morfologia en los cristales
de MG formados en aceite de canola, maiz y soja, indicando que la microestructura de los
cristales presentes en estos oleogeles no depende del tipo de aceite usado, sino mas bien

del tipo de agente estructurante.

Figura 3.16. Imagenes microscopicas de oleogeles preparados en las condiciones de optimizacion
(Cmc =10 % p/p, Va= 1000 rpm, Tp= 70 °C), para distintas temperaturas de enfriamiento (Te): (A) 5 °C;
(B) 17.5 °C; (C) 24 °C, y (D) 30 °C. La barra corresponde a 50 pum.

Es posible distinguir que en los oleogeles enfriados a la Te mas baja (Figura 3.16-A)
se observan agregados de cristales mas pequefios que en el resto de los oleogeles. A mayor
Te se detectdé un aumento en el tamafio de los cristales y una estructura de red menos

ramificada. Especificamente, en las imagenes correspondientes a Te de 24 y 30 °C (Figuras
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3.16-C y -D), las fases correspondientes a aceite y agregados de MG fueron claramente
visibles debido a la mayor separacion entre las mismas. Esto podria explicar el resultado
encontrado en el analisis de OBC, ya que los valores mas bajos de este parametro se
obtuvieron cuando el enfriamiento se llevé a cabo por encima de 19 °C, resultando la
condicion mas desfavorable el enfriamiento a 30 °C.

En general, la mayoria de los agentes estructurantes dan lugar a oleogeles con
estructuras asimeétricas, es decir, estructuras que no crecen en igual grado en las tres
dimensiones (Co y Marangoni, 2012). Debido a la estructura fibrilar (tipo aguja) observada en

estos oleogeles, es posible afirmar que el crecimiento se restringié a una dimension.

3.4. Disefio experimental 2 (DE2)

Al finalizar con la etapa de caracterizacion y optimizacion de oleogeles, fue necesario
continuar el trabajo experimental utilizando un agente estructurante distinto (Myv-2) al
utilizado hasta el momento (Myv-1), debido a la falta de disponibilidad de este ultimo en el
mercado. Dado que la composicién del agente estructurante afecta las propiedades de los
oleogeles, y por lo tanto modifica su funcionalidad, fue imprescindible repetir el disefio
experimental para encontrar las condiciones Optimas de preparacion al formular oleogeles
con este nuevo estructurante.

En primer lugar, se procedio a verificar la concentracién minima de Myv-2 requerida
para estructurar el aceite utilizado (GAO), de la misma manera que se explicé anteriormente
(seccién 3.2.1). Los resultados se muestran en la Figura 3.17. Las mezclas formuladas con
concentraciones de MG de 0,5y 1 %p/p mostraron comportamiento liquido, mientras que la
concentracion de 2 %p/p fue la necesaria para lograr la gelificaciéon. Por lo tanto, la Cn,

determinada en esta mezcla fue de 2 %p/p.
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Figura 3.17. Determinacién de la concentracion minima de Myv-2 requerida para estructurar aceite de

girasol alto oleico. Los niumeros indican la concentracién de agente estructurante (% p/p) en la mezcla.

3.4.1 Metodologia

Siguiendo con la misma metodologia que en el estudio anterior (seccion 3.3.1), se
aplicé un disefio de experimentos Box-Behnken de tres niveles con tres factores y tres puntos
centrales. Los factores seleccionados fueron los mismos que los tenidos en cuenta en el
disefio anterior, a excepcion de T, que no se consideré como variable de preparacion, con el
objetivo de disminuir el nimero de factores en el DE, teniendo en cuenta que en el DE1 se
observé que tanto las propiedades reol6gicas y de textura como la capacidad de retencion de
aceite de los oleogeles se modificaron levemente (< 2%) al variar este parametro de
preparacion. Considerando el PF del agente estructurante usado en este DE, se fijé la T, en
un valor de 80 °C. Los niveles de trabajo elegidos fueron: Cuc (4, 7, 10 %p/p), Va (200, 600,
1000 rpm) y Te (5, 17,5, 30 °C). Se seleccionaron valores menores para Cug, respecto al DE1,
con el fin de evaluar la posibilidad de disminuir la cantidad de agente estructurante utilizada
y asi obtener un producto con mejor perfil nutricional. Las variables de respuesta
consideradas fueron: OBC, las propiedades de textura: DU, AD y CO, y como parametro
reolégico, G' (mediante el modelo de ajuste mencionado en el estudio anterior). Las diferentes

combinaciones de niveles ensayados se muestran en la Tabla 3.9.
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Tabla 3.9. Matriz de experimentos utilizada en el disefio Box-Behnken para la formulacién de oleogeles

de aceite de girasol alto oleico y Myv-2.

Factores NP
Experimentales® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Cwe (%p/p) 4 4 10 7 7 7 7 7 10 7 4 7 10 4 10
Va (rpm) 200 600 200 600 200 1000 600 1000 600 200 1000 600 1000 600 600
Te (°C) 17,5 30,0 175 175 50 30,0 17,5 5,0 50 30,0 175 175 175 5,0 30,0

aCwa: concentracion de Myv-2; Va: velocidad de agitacién; Te: temperatura de enfriamiento; PNimero

de experimento.

La preparacion de los oleogeles se realizd siguiendo la metodologia descripta
anteriormente en la seccién 2.3.3, con algunas maodificaciones. Teniendo en cuenta que el
proceso de gelificacion del material, y por ende las propiedades finales el mismo, dependen
de la velocidad de enfriamiento, la cual estard condicionada no solo por la temperatura del
ambiente de enfriamiento sino también por el recipiente donde se encuentra contenido, se
decidi6 utilizar un Unico recipiente para esta etapa del proceso. Por ello, las mezclas fundidas
se colocaron en moldes rectangulares (largo 85 mm, ancho 54 mm, alto 35 mm), similares a
los recipientes donde se envasa la MC (Figura 3.18), donde gelificaron a la Te correspondiente
en cada caso (bajo condiciones estaticas); posteriormente se almacenaron en heladera a 5

°C durante 24 h.

Figura 3.18. Molde rectangular utilizado en la preparacién de oleogeles de aceite de girasol alto oleico

y Myv-2.

Todas las propiedades se midieron de acuerdo a la metodologia explicada en las

secciones anteriores, con la modificacion de que el material a analizar se tomé desde el

recipiente rectangular donde se formé.
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3.4.1.1 Optimizacion multirespuesta

Con el mismo objetivo que en el DEL, se llevd a cabo una optimizacién multirespuesta.
En la primera optimizacion (O-1) se procedio de la misma manera que en el DE1 (seccion
3.3.1.1), mientras que en la segunda optimizacién (O-2) se agrego la restriccion de minimizar

la concentracion de Myv-2. (Cuc).

3.4.2 Resultados correspondientes al DE2

En la Tabla 3.10 se muestran los valores promedio de las variables de respuesta
obtenidos para cada experimento junto con los valores correspondientes predichos por cada

modelo.

Tabla 3.10. Variables de respuesta obtenidas en el disefio Box-Behnken para la formulacion de

oleogeles de aceite de girasol alto oleico y Myv-2.

N2 Variables de Respuesta®
log Go' (Pa) mg (Pa.s) n OBC (%p/p) DU (N) AD (N.s) CO

1 3,92 (3,91) 0,045 (0,040) 0,63 (0,64) 7950 (7842) 0,28 (0,57) 0559 (1,05) 0,49 (0,45)
2 3,70 (3,71) 0,041 (0,046) 0,91 (0,89) 81,93 (80,08) 0,22 (0,16) 0,64 (0,34) 0,53 (0,55)
3 4,85 (4,84) 0,049 (0,054) 1,15 (1,15) 91,17 (90,63) 2,63 (2,48) 4,11 (3,66) 0,25 (0,26)
4 4,56 (4,60) 0,046 (0,047) 0,73 (0,74) 90,21 (90,36) 1,41 (1,52) 2,81 (2,70) 0,31 (0,34)
5 4,36 (4,38) 0,077 (0,076) 0,85 (0,84) 9588 (97,32) 0,83 (0,82) 1,63 (1,98) 0,29 (0,28)
6 4,25 (4,23) 0,056 (0,053) 0,84 (0,85) 88,04 (88,47) 0,77 (0,80) 2,23 (1,99) 0,41 (0,39)
7 4,65 (4,60) 0,046 (0,047) 0,73 (0,74) 91,22 (90,36) 1,50 (1,52) 3,09 (2,70) 0,31 (0,34)
8 446 (4,46) 0,072 (0,076) 0,85 (0,85) 96,38 (94,33) 0,64 (0,83) 1,48 (1,74) 0,33 (0,30)
9 4,76 (4,75) 0,085 (0,083) 1,31 (1,33) 96,70 (98,15) 1,70 (1,78) 3,07 (2,70) 0,27 (0,26)
10 4,36 (4,36) 0,054 (0,053) 0,79 (0,79) 90,51 (91,47) 0,83 (0,79) 2,06 (2,23) 0,39 (0,37)
11 3,88 (3,89) 0,042 (0,041) 0,78 (0,78) 71,65 (7542) 0,31 (0,57) 0,73 (0,81) 0,49 (0,47)
12 4,60 (4,60) 0,046 (0,047) 0,74 (0,74) 90,43 (90,36) 1,68 (1,52) 2,73 (2,70) 0,30 (0,34)
13 4,80 (4,81) 0,057 (0,054) 1,10 (1,08) 89,00 (87,64) 2,87 (2,48) 2,98 (3,42) 0,26 (0,28)
14 3,66 (3,64) 0,070 (0,069) 0,55 (0,55) 79,68 (78,84) 0,12 (0,13) 0,33 (0,09) 0,35 (0,38)
15 4,41 (4,43) 0,061 (0,060) 0,94 (0,93) 84,75 (85,20) 1,37 (1,75) 2,59 (2,96) 0,29 (0,28)

MC®  454+0,01  0,060+510% 0,65+0,03 - 160+0,15 537029 0,58+0,04

0-1° 454 (455 0,050 (0,050) 0,84 (0,84) 88,60 (90,37) 1,60 (1,60) 2,81 (2,81) 0,33 (0,28)

0-2¢ 454 (457) 0,050 (0,050) 0,73 (0,85) 90,94 (90,97) 1,39 (1,33) 2,63 (2,81) 0,34 (0,33)
aNUumero de experimento; PValor experimental (valor predicho por el modelo correspondiente); SMC,
Materia grasa comercial; 90O, Optimizacion; € -, No determinado.

Los coeficientes de cada modelo (B), indicados en sus variables actuales, y la
significancia estadistica de los términos de cada modelo, junto con los coeficientes

estadisticos, se presentan en la Tabla 3.11.
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Tabla 3.11. Coeficientes del modelo cuadratico para cada variable de respuesta del Disefio

Experimental 2, su significancia estadistica y los coeficientes estadisticos correspondientes.

Coeficientes

Variables de respuesta®

del OBC DU (N) co AD (N.s) log Go' me (Pa.s) n
Modelo? (%p/p) (Pa)
Bo 3,59-10* -2,090 5,22.10 -4,261 1,442 8,10-10 4,25.10
Bcus 1,59.10%** 3,18-101x* -6,2-1072k** 1,155%** 5,62-10° 2,25.103** -3,00.102***
Taxx
Bva -3,75-103% 8,75-10°6* 2,50-10°5* -3,03-104* 2,46-10% 6,25-107* -9,58-107**
Bre -1,41-101* 1,59-10%* 1,1-102** 1,69-10* 7,3-102** -4,78-10 3%+ 2,00-10%*
Bcueva - - - - -2,47-10°%* - -4,42.10°5%*
BcueT. -9,50-1072** - -1,06-10°3** - -2,62-10 - -4,91.103***
RETY
BCucT. - - - - -1,09-10° - 2,40-10°%*
Sk%
Bcu? -8,15.10 1% - 3,44-10°% -5,1-102* -2,6:10° - 1,5.102%x*
2%%%
Bya? - - - - -5,79-10°8* - 2,63-107*
Bre? 1,60-102%*  .4,58.103* - -4,55.10%" -1,52:10° 1,10.104%* 3,46-10*+
Bkkk
Estadistica®
R? 0,954 0,924 0,931 0,917 0,997 0,954 0,998
R2adj 0,920 0,893 0,893 0,871 0,993 0,935 0,993
R?pred 0,787 0,805 0,782 0,749 0,981 0,881 0,962
AP 16,599 16,612 15,758 13,933 44,263 21,021 57,133

aCwme, concentracion de Myv-2; Va, velocidad de agitacion; Te, temperatura de enfriamiento. log Go',
me Y n, parametros del modelo del médulo eléstico (G'); OBC, capacidad de retencién de aceite; DU,
dureza; AD, adhesividad; CO, cohesividad. °R?, R-cuadrado; R2adj, R-cuadrado ajustado; R?pred, R-
cuadrado predicho; AP, precision adecuada. Significancia estadistica de los términos del modelo: ***p
<0,0001; **0,0001 < p < 0,05; *p > 0,05.

Los valores obtenidos de R? (> 0,91) demostraron que el comportamiento de los datos
experimentales fue ajustado adecuadamente por los modelos desarrollados. Ademas, es
posible afirmar que los modelos mateméaticos obtenidos a partir del DE son herramientas
adecuadas para describir el comportamiento de las variables de respuesta en todo el rango
estudiado (p < 0,0001) en funcién de los coeficientes R2adj y R?pred (diferencia < 20%) y los
valores de AP (> 13,9). En general, los resultados obtenidos mostraron que Cwuc Yy Te fueron

los factores mas significativos sobre cada respuesta analizada.
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3.4.2.1 Médulo elastico

Como resultado de los ensayos de barrido de frecuencia, se encontré que todos los
oleogeles formulados presentan un comportamiento de tipo gel, al igual que en el DE1
(seccion 3.3.2.3). Los datos experimentales G' se ajustaron correctamente mediante la Ec.
(2.2), ya que todos los ajustes presentaron valores de R? superiores a 0,98. Los valores para
los parametros de este modelo, log Go', me' y n, obtenidos para cada condicion de preparacion
de oleogel, se muestran en la Tabla 3.10. Con respecto al parametro log Go', Cuc Y Te fueron
los factores que mostraron mayor influencia, seguidos por las interacciones Cuc*Te ¥ Va*Te
en menor medida (Tabla 3.11). Los valores mas altos de log Go' (materiales con mayor
elasticidad) se obtuvieron usando el mayor contenido de MG y preferentemente Te por debajo
de 25 °C (Figura 3.19-A). Debido a que el pardmetro log Go' esta directamente asociado a la
magnitud de G', puede deducirse que esas condiciones de preparacion conducen a la
obtencion de materiales con mayor elasticidad.

Con respecto a los parametros me y n (correspondientes al modelo log G'), el modelo
de regresion para representar mg mostré que Te fue el factor mas significativo y Cue €n menor
grado. En el caso de n, Cuc Y Cumc*Te fueron los términos mas significativos, seguidos de V,,
Te Y Cuc*Va. Teniendo en cuenta que ambos parametros indican la dependencia de G' con
w, Y que los valores encontrados fueron bajos, se puede afirmar que todos los oleogeles
obtenidos mostraron leve dependencia con w. En la figura 3.19-B se observa que los valores
mas altos de mg se obtuvieron con la concentracién de MG mas alta y la temperatura de
enfriamiento mas baja, lo que coincidioé con el comportamiento observado en el parametro n.
En comparacion, los oleogeles obtenidos a partir de Myv-1 y aceite GAO, preparados en
condiciones similares en el estudio anterior (Disefio Experimental 1), mostraron valores
similares de log Go' y valores superiores de mg, lo cual indica que los oleogeles obtenidos a
partir de Myv-2 presentan una red cristalina mas estable y fuerte. Por ultimo, es importante
destacar que, en base a los valores obtenidos en los parametros del modelo reol6gico y su

comparacion con los correspondientes a la materia grasa comercial analizada, puede inferirse
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gue seria posible desarrollar un material capaz de asemejarse a este producto semisolido

bajo las condiciones experimentales exploradas en este trabajo.
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Figura 3.19. Superficies de respuesta correspondientes a (A) log Go'; (B) ma; (C) OBC, capacidad de
retencion de aceite; (D) DU, dureza; (E) AD, adhesividad; (F) CO, cohesividad. Efecto de la
concentracion de monoglicéridos (Cwmg) y la temperatura de enfriamiento (Te). Velocidad de agitacion
fija en el punto central.
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3.4.2.2 Capacidad de retencion de aceite

Todos los oleogeles mostraron altos valores de OBC (71,65% - 96,70%) (Tabla 3.10),
lo que demuestra que la red cristalina formada por los MG de la mezcla de Myv-2 proporciona
altos niveles de estructuracion y estabilizacion del aceite. De acuerdo al valor p, Cue fue el
factor mas significativo en esta respuesta, seguido por Te y la interaccion Cuc*Te, mientras
gue Va no resultd ser un factor significativo (Tabla 3.11). El valor maximo de OBC se alcanzé
usando practicamente el valor de Cuc mas alto (~ 9 %p/p) y la Te mas baja (Figura 3.19-C).
Desde un punto de vista estructural, esto significaria que la utilizacion de una temperatura de
enfriamiento mas baja (que conduce a un enfriamiento mas rapido) habria generado una red
de cristales homogéneos y pequefios que resulté méas efectiva a altas concentraciones de
MG, proporcionando una red cristalina con mayor area que impide la migracién de aceite. La
influencia de la velocidad de enfriamiento se evidencié en mayor medida a altos niveles de
Cwmc. Blake y Marangoni (2015) reportaron un resultado similar en el estudio de la velocidad
de enfriamiento de oleogeles de cera. En términos generales, los valores de OBC obtenidos
con oleogeles de Myv-2 resultaron levemente inferiores a los encontrados usando oleogeles
de Myv-1, pero no es posible atribuir esta diferencia a la composicion quimica de la mezcla
de monoglicéridos usada, ya que la técnica de preparacion empleada para determinar OBC

fue diferente (seccion 2.2.3y 2.3.4.1).

3.4.2.3 Propiedades de textura

En lo que se refiere a los parametros de textura, los valores de dureza de los oleogeles
oscilaron entre 0,12 y 2,87 N (Tabla 3.10), lo que significa que algunos materiales resultaron
mas duros que la materia grasa comercial (DU = 1,60 N). EIl ANOVA indic6 que los factores
significativos sobre DU fueron Cue y Te (Tabla 3.11). Para todo el rango de temperatura de
enfriamiento analizado, se encontr6 que DU aumenté linealmente con el aumento de la

concentracion de MG (Figura 3.19-D), lo que se relacionaria con el aumento del nUmero de
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cristales que constituyen la red de gel. Ademas, se identifico una temperatura de enfriamiento
Optima que permitié la obtencién de oleogeles con mayor dureza (Te~ 17,5 °C). En relacion
con los parametros de adhesividad y cohesividad de los oleogeles, los valores encontrados
resultaron inferiores a los del producto comercial elegido para la comparacién, al igual que en
el estudio anterior. El parametro AD presento los mismos factores significativos que DU, asi
como una tendencia similar cuando estos parametros cambiaron (Figura 3.19-E). Con
respecto al parametro CO, ademas de Cuc Yy Te, la interaccion Cuc*Te demostré ser
significativa. Los oleogeles preparados usando la cantidad mas alta de Myv-2 mostraron
valores de CO que no cambiaron significativamente con los cambios en la temperatura de
enfriamiento usada (Figura 3.19-F). Por otra parte, esta respuesta se maximiz6 usando la
temperatura de enfriamiento mas alta y la concentracién de MG mas baja. Este efecto opuesto
generado por la concentracion de MG en la cohesividad y en la dureza también se encontro
en los oleogeles de Myv-1 y aceite GAO. Sobre cada respuesta de textura, la velocidad de

agitacion no fue un factor significativo.

3.4.2.4 Optimizacion multirespuesta (Disefio Experimental 2)

Las condiciones optimas de preparacion obtenidas mediante la optimizacion
multirespuesta implementada en el DE2 fueron Cue = 8,06 %p/p, Va= 1000 rpmy Te= 25 °C
para O-1, y Cuc = 6,60 %p/p, Va= 200 rpm y Te= 17,5 °C, para O-2. Las propiedades de los
oleogeles preparados en estas condiciones se muestran en la Tabla 3.10. Dado que los
valores experimentales, obtenidos de ensayos independientes, concuerdan con los valores
predichos, es posible asegurar la validez de los modelos desarrollados en el rango bajo
estudio. Al comparar las propiedades de estos materiales con las de la materia grasa
comercial analizada, puede observarse que a partir de O-1 es posible alcanzar el mismo valor
de DU y log G¢', mientras que empleando las condiciones de O-2 se tiene un valor de DU
levemente menor, pero permite obtener un material con una capacidad de retencion de aceite

mayor. Debido a que tanto O-1 como O-2 presentan caracteristicas atractivas desde distintos
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puntos de vista, O-1 permite trabajar con temperatura de enfriamiento ambiente mientras que
O-2 posibilita el uso de menor concentracion de MG, ambas se consideraron para evaluar la
incorporacion de los oleogeles en las magdalenas (Capitulo 4).

Resulta importante mencionar que los oleogeles obtenidos mediante las
correspondientes optimizaciones presentaron una reduccion en su contenido de grasa
saturada de aproximadamente 37% en comparacion con el determinado en la materia grasa
comercial, cumpliendo con uno de los principales objetivos propuestos en este trabajo: el
desarrollo de productos con funcionalidad similar a las grasas saturadas y trans que sean

beneficiosos desde el punto de vista nutricional.

3.5 Conclusiones

En el presente trabajo se formularon oleogeles a partir de distintos aceites vegetales
y monoglicéridos con el objetivo de estudiar la influencia del tipo de aceite empleado en la
formulacion en las propiedades reoldgicas y de textura de los oleogeles obtenidos, ademas
de la capacidad de retencion de aceite. El aceite de girasol alto oleico fue el que requiri6 la
menor concentracion de monoglicéridos para lograr la gelificacién, ademas de lograr el valor
de dureza y la capacidad de retencién de aceite mayores.

Los disefios de experimentos aplicados, uno por cada estructurante utilizado,
permitieron analizar la influencia de las condiciones de preparacion de los oleogeles de aceite
de girasol alto oleico y monoglicéridos sobre su capacidad de retencién de aceite y sus
principales pardmetros reolégicos y de textura. Ademas, en ambos casos se determing,
mediante una metodologia de optimizacidbn multirespuesta, las condiciones que permiten
obtener un material con caracteristicas similares a la materia grasa comercial seleccionada.

En ambos disefios experimentales, los resultados obtenidos indican que la
concentracion de agente estructurante y la temperatura de enfriamiento son los parametros

de preparacion que mayor influencia presentan sobre las propiedades finales de los
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oleogeles. Por lo tanto, modificando dichos parametros dentro del dominio experimental
estudiado es posible obtener materiales con distinta funcionalidad.

Al incrementarse la concentracién de monoglicéridos, se observé un aumento en el
valor absoluto de todas las propiedades mecanicas, a excepcién de la cohesividad. Respecto
de la temperatura de enfriamiento, las propiedades de textura mostraron en general los
valores mas bajos al seleccionarse el menor valor, lo cual se asocia a una mayor velocidad
de enfriamiento. Las condiciones de preparacion que generaron oleogeles con el valor mas
alto de G', es decir, materiales que presentaron la mayor elasticidad, también produjeron
oleogeles con la mayor n* encontrada (mayor resistencia a la deformacion). Ademas, todas
las formulaciones realizadas presentaron una alta capacidad de retencion de aceite. Los
oleogeles que presentaron esta propiedad en su mayor valor fueron obtenidos usando
concentraciones de monoglicéridos de aproximadamente 10 % p/p y temperaturas de
enfriamiento moderadas. Contrariamente, una baja velocidad de enfriamiento causada por un
menor gradiente de temperatura produjo una red cristalina con una retencion de aceite mas
baja.

En cuanto a la evaluacion del potencial de los oleogeles como sustitutos de las
materias grasas comerciales altas en saturados y/o trans, se observé que es posible obtener,
mediante condiciones optimizadas, un valor de dureza muy similar al del producto comercial
seleccionado, ademas de presentar alta retencién de aceite. Sin embargo, los valores de
adhesividad y cohesividad resultaron ser mas bajos. Por lo tanto, se puede concluir que los
objetivos de la optimizacibn multirespuesta fueron cumplidos casi en su totalidad. Los
oleogeles producidos empleando los 2 conjuntos de condiciones de preparacion, obtenidos
del proceso de optimizacién, mostraron propiedades atractivas desde distintos puntos de
vista, permitiendo en un caso, reducir la cantidad de agente estructurante utilizada,
minimizando asi la proporcion de grasa saturada contenida en la formulacién, y posibilitando,
en el otro caso, el procesamiento a temperaturas cercanas a la ambiente, y su consecuente

reduccion en el consumo energético. Por lo tanto, ambos oleogeles optimizados se
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consideraron para su evaluaciéon como como sustitutos de la materia grasa comercial, en un
producto testigo, presentada en el proximo capitulo de esta tesis.

Resulta importante destacar que los oleogeles obtenidos mediante las
correspondientes optimizaciones presentaron una reduccion en su contenido de grasa
saturada de al menos 29% en comparacion con la materia grasa comercial, cumpliendo con
uno de los principales objetivos propuestos en este trabajo: el desarrollo de productos
sustitutos a las grasas de origen industrial que sean beneficiosos desde el punto de vista

nutricional.

El trabajo que se detalla en este capitulo fue divulgado a través de las siguientes

publicaciones cientificas:
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Capitulo

FORMULACION
DE MAGDALENAS
CON OLEOGELES

4.1 Introduccion

Los shortenings son grasas comestibles que desempefian un rol fundamental en la
textura de productos de panaderia (Jang y col., 2015). Son ingredientes que colaboran en la
formacion de la estructura y geometria de los productos finales, como asi también en la
incorporacion de aire, transferencia de calor y aumento de la vida Gtil (Ghotra y col., 2002). Si
bien los shortenings son las grasas de preferencia en las formulaciones de productos de
reposteria, estos generalmente tienen cantidades significativas de grasas saturadas y trans.
Como se menciond en el Cap. 1, en los ultimos afos, la ingesta de este tipo de grasas ha
sido asociada con efectos negativos en la salud, impulsando a la industria alimentaria a
buscar nuevos productos con caracteristicas fisicas y funcionales similares pero que resulten
saludables (Dhaka y col., 2011; Co y Marangoni, 2012). Ademas, la creciente conciencia
sobre el vinculo entre la dieta y la salud ha conducido a incrementar la demanda por parte de
los consumidores de alimentos con niveles reducidos de grasa. El desarrollo de formulaciones
de oleogeles, elaborados a partir de aceites vegetales en conjunto con otros componentes 0
aditivos naturales, podria generar alimentos reducidos en grasas saturadas. Estos oleogeles
no solo permiten tener menor cantidad de estas grasas, sino que también pueden cumplir con
la funcion de mejorar propiedades texturales en los productos donde se utilicen, cumpliendo
asi con la funcionalidad de las grasas que se desean reemplazar. Ademas, como se menciono

98 |



Capitulo 4: Formulacién de magdalenas con oleogeles

anteriormente, estos materiales han sido propuestos como posibles inhibidores de la
migracion de aceite en productos alimenticios (Hughes y col., 2009; Co y Marangoni, 2012).
El estudio de su aplicacion como sustitutos de la materia grasa comunmente utilizada en
productos que requieren tratamientos térmicos para su elaboracion, como lo son los
productos de panaderia, resulta de especial interés debido a que la elaboracion de oleogeles,
en particular los formulados con monoglicéridos, implica la combinacion de procesos de
calentamiento y enfriamiento para la formacion de una red cristalina, por lo cual su
comportamiento durante el proceso de coccién de dichos productos podria generar cambios
en su estructura y funcionalidad.

Durante los ultimos afios, la aplicacion de oleogeles, principalmente a base de ceras,
ha sido estudiada en productos de panaderia dulces (Patel y col., 2014; Jang y col., 2015;
Yilmaz y Ogitci, 2015a; Mert y Demirkesen, 2016; Lim y col., 2017). En menor medida,
algunos autores han evaluado la incorporaciéon de oleogeles compuestos por monoglicéridos
y distintos aceites vegetales en productos de panaderia (Manzocco y col., 2012; Calligaris y
col.,, 2013). Manzocco y col. (2012) evaluaron la incorporacién de oleogeles a base de
monoglicéridos y aceite de girasol en pan lactal, como sustitutos del aceite de palma. En base
a los resultados obtenidos en ese trabajo, concluyeron que la formulacién de pan lactal con
oleogeles de monoglicéridos favorecié la formacién de una matriz estructural que presenté
mejor distribucién de la materia grasa con los demas ingredientes, mejorando ademas la
estabilidad oxidativa del producto final. Calligaris y col. (2013) analizaron la aplicacion de
hidrogeles y oleogeles de monoglicéridos y aceite de girasol como una alternativa al aceite
de palma en la elaboracién de pan dulce, con el objetivo de reducir el contenido total de grasa
saturada. En el caso de la incorporacion del hidrogel, se logro la obtencién de un producto
con una reduccion del contenido de grasa saturada total de aproximadamente 81 % p/p que
presento caracteristicas comparables al producto de referencia. Este resultado fue atribuido
a la capacidad de los cristales de monoglicéridos, en presencia de agua, para favorecer la
dispersioén del aceite sobre la harina, reemplazando asi la funcionalidad tipica de las redes
cristalinas de triglicéridos con alto nivel de saturacion. Por el contrario, al incorporar el oleogel
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en la formulacién, se obtuvo un producto con menor capacidad leudante y mayor dureza, en
comparacion con el pan dulce formulado con aceite de palma. En este caso, los autores
sugirieron que los monoglicéridos probablemente estuvieron involucrados mayoritariamente
en la formacion de la red cristalina que “atrapa” el aceite y, por lo tanto, mostraron menor
disponibilidad para interactuar con otros ingredientes y ejercer asi sus propiedades
emulsificantes.

Una alternativa saludable en la elaboracion de productos panificados es la sustitucion
de la grasa saturada por aceites vegetales ricos en acidos grasos poliinsaturados. Sin
embargo, esta sustitucion puede dar lugar a productos con aspecto excesivamente oleoso y
baja estabilidad debido a la oxidacion (Jang y col., 2015). Onacik-Glir y col. (2015) evaluaron
el reemplazo de la materia grasa comercial (control) utilizada en la formulacién de galletas
por aceite de girasol alto oleico y, por otro lado, por este aceite mas la incorporacion de
aditivos (inulina, B-glucano, lecitina). Los aditivos tuvieron un impacto positivo en el
crecimiento del volumen del producto en comparacion con las galletas elaboradas solo con
aceite, si bien el volumen fue menor al logrado en las galletas con materia grasa comercial.
La dureza de las galletas con aceite fue mayor que la de las galletas correspondientes al
Control, excepto con los productos donde se habia afiadido lecitina. Al reemplazar la grasa
con aceite el color oscurecid y la diferencia total de color (AE*) fue significativamente diferente
en comparacion con la muestra Control. La mayor migracién de grasa fue en los productos
en los cuales se utilizé aceite sin aditivos. En base a la evaluacién sensorial, la muestra que
presentd mayor similitud con la Control resulté ser la correspondiente a las galletas
formuladas con aceite, inulina y lecitina. En conclusion, la adicion de lecitina tuvo un efecto
positivo en la calidad del producto, principalmente disminuyendo su dureza y aumentando su
volumen. Las galletas formuladas con inulina y lecitina (sin B-glucano) mostraron propiedades
similares, en general, a las correspondientes a las galletas elaboradas con la materia grasa
comercial, excepto en su dureza, por lo cual los autores indicaron que se necesitan estudios
adicionales para obtener galletas formuladas con aceite y aditivos como sustitutos de materia
grasa que permitan mejorar la calidad y las propiedades nutricionales de este producto.
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En la literatura existe informacion limitada acerca del uso de oleogeles de MG como
sustitutos de las grasas solidas en productos de panaderia, y de su efecto en los atributos de
calidad de estos productos. En particular, el reemplazo de la materia grasa tradicionalmente
usada en la elaboracion de magdalenas resulta de gran interés ya que estos productos se
caracterizan por presentar alto contenido de grasa sélida; son productos de panaderia dulces
altamente valorados por los consumidores debido a su estructura esponjosa y buen sabor,
en los cuales la naturaleza y cantidad de los ingredientes usados en su formulacion
determinan su calidad (Martinez-Cervera y col., 2013).

Uno de los desafios mas importantes en el reemplazo de la materia grasa de un
alimento es la obtencion de alternativas con caracteristicas organolépticas aceptables por
parte de los consumidores (Jang y col., 2015). El andlisis sensorial es la evaluacion de las
propiedades organolépticas (apariencia, olor, sabor y textura) de un alimento llevado a cabo
con los sentidos humanos. Es decir, intenta aislar las propiedades sensoriales u
organolépticas de los alimentos o productos en si mismos y aporta informacién muy util para
su desarrollo o mejora, aspectos claves para el disefio de nuevos productos o la introduccion
de alternativas a productos ya existentes. Si se realiza desde la etapa del disefio del producto,
permite determinar las especificaciones de acuerdo a las expectativas y necesidades del
mercado y, por consiguiente, detectar factores criticos para lograr la aceptacion del
consumidor (van Kleef y col., 2005). Por otro lado, ademas de obtener informacion acerca de
la valoracion de un producto por parte de los consumidores, es posible conocer cuales son
las caracteristicas que tienen mayor influencia en la seleccion de un producto sobre otro en
el mercado. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el analisis sensorial de las
magdalenas formuladas con oleogeles como sutitutos grasos es de suma importancia ya que
incorpora la opinién del consumidor respecto a la calidad del producto. De este modo, el
andlisis sensorial de magdalenas resulta tan importante como sus correspondientes andlisis
fisicoquimicos y microbiologicos. El conjunto de todos estos andlisis define la calidad de este

producto alimenticio (Picallo, 2009).
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En base a lo expuesto anteriormente, resulta de interés evaluar la sustitucién de la
materia grasa solida que suele emplearse en la formulacion de magdalenas con oleogeles de
monoglicéridos y aceite de girasol alto oleico, como estrategia para obtener un producto con
un perfil nutricional mejorado. Es por ello que el objetivo de este capitulo fue la incorporacién
de los oleogeles (previamente optimizados) en una formulacion tradicional de magdalenas
con el fin de compararlas con aquellas producidas con una materia grasa comercial (Control),
o solo con aceite, respecto a sus propiedades fisicoquimicas y sus caracteristicas
organolépticas. Ademas, se cuantificd la cantidad de aceite liberada por las magdalenas a
través del tiempo con el fin de evaluar su estabilidad, ya que este parametro afecta la calidad
de estos productos. Cabe destacar que, hasta el momento, no se ha estudiado la aplicacion
de oleogeles de MG en magdalenas, lo que representa una contribucién novedosa del
presente estudio. Ademas, es importante sefialar que la influencia de la incorporacién de
oleogeles en la matriz alimenticia con el objetivo de evaluar la migracién de aceite a lo largo

del tiempo, aspecto que no se ha considerado en estudios similares.

4.2 Formulacién de magdalenas

La formulacién de una magdalena contiene originalmente un 26% de manteca (~20%
de materia grasa total por ser una emulsién de agua en aceite), huevo, harina y azicar como
ingredientes principales. El producto final se caracteriza por tener una estructura porosa y un
volumen elevado, lo cual le confiere una textura esponjosa (Martinez-Cervera y col. 2013).

Con el fin de evaluar la capacidad de los oleogeles optimizados para reemplazar la
materia grasa, se utilizO una receta tradicional de magdalenas. Se realizaron cuatro
formulaciones de magdalenas, utilizando los ingredientes en las proporciones indicadas en la
Tabla 4.1 y mostrados en la Figura 4.1. La formulacion Control se llevé a cabo utilizando la
margarina, es decir la materia grasa comercial (MC) antes seleccionada como producto graso
modelo (en la proporcion correspondiente a la manteca, 26%, acorde en la receta original).

Considerando que el contenido en materia grasa de la margarina es del 40% (p/p), se
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formularon magdalenas control con un contenido efectivo de materia grasa total de ~10,4%
(p/p). La sustitucion de MC por oleogel u aceite se llevo a cabo considerando que la margarina
estd compuesta principalmente por materia grasa y agua, por lo cual se tuvieron en cuenta
ambos contenidos. De ahi que las demas formulaciones de magdalenas se realizaron
reemplazando el contenido efectivo de materia grasa total por el oleogel obtenido a partir de

0O-1 (M1) y O-2 (M2), ambos desarrollados en el Capitulo 3, y aceite GAO (Mac).

Tabla 4.1. Receta utilizada en la elaboracién de las distintas formulaciones de magdalenas.
Ingredientes % (p/p)?
MCP  GAOQS 014 02¢ Agua
Control 26,08 - - - -

Mac - 10,43 - - 15,65
M1 - - 10,43 15,65
M2 - - - 10,43 15,65

aIngredientes restantes: harina 26,09% (p/p), azlcar 26,09% (p/p), huevos 18,84% (p/p), esencia de
vainilla 1,45% (p/p), y polvo de hornear 1,45% (p/p). °"MC, materia grasa comercial; <GAO, aceite de

girasol alto oleico. 9Oleogel obtenido a partir de las condiciones de preparaciéon O-1 (O1) y O-2 (02).

1. INGREDIENTES 2. MEZCLADO
g | MATERIA GRASA m >

O Control (Materia grasa Comercial)

O Mac (Aceite de girasol alto oleico)
Q0 M1 (Oleogel 1)
O M2 (Oleogel 2)

3. COCCION
200 °C — 20 min

- .
— \.

Figura 4.1. Proceso de elaboracion de magdalenas: reemplazo de la materia grasa comercial.

La masa se preparé incorporando en un mezclador mecanico (modelo BP8755E,
ATMA, China) las cantidades correspondientes para cada formulacién: en primer lugar, se
agregaron los huevos, mezclando durante 2 minutos a la velocidad méaxima. El ingrediente
graso, margarina o aceite/oleogel junto con agua, se afiadié y se mezcld durante 3 minutos a

velocidad intermedia. Luego, se agregaron la harina y el polvo de hornear y la mezcla se batié

103 |



Capitulo 4: Formulacién de magdalenas con oleogeles

durante otros 3 minutos a velocidad intermedia. Por Ultimo, se incorpord esencia de vainilla 'y
la velocidad de mezclado se incrementé hasta la maxima. Posteriormente, se pes6 una
cantidad exacta de masa (30 g) y se la dispuso sobre moldes de silicona (diametro 43 mm,
altura 35 mm). Cada lote de preparacién se utilizé para rellenar 12 moldes individuales de
silicona que se dispusieron en tres filas de cuatro columnas en una bandeja metélica
recubierta de teflén, utilizada para la coccién. La coccion se llevo a cabo en un horno eléctrico
(modelo HG5010E, ATMA, China) a 200 °C por 20 minutos (Figura 4.2). Las magdalenas se
dejaron enfriar a temperatura ambiente por 1 hora, y luego se almacenaron en recipientes de
plastico a 25 °C por 24 horas antes de su andlisis. En orden aleatorio, cada formulacion de

magdalena se proceso por duplicado.

Figura 4.2. Coccion de magdalenas en el horno.

4.3 Analisis de las magdalenas formuladas

Las propiedades fisicoquimicas y sensoriales se determinaron en todos los productos

obtenidos, acorde a la metodologia descripta en las secciones siguientes.
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4.3.1 Textura

Las magdalenas se cortaron horizontalmente, a una altura de 2,5 cm desde la base.
La porcion superior se descartd, mientras que la inferior se us6 para realizar el Andlisis de
Perfil de Textura acorde a la metodologia descripta en la seccién 2.3.4.3. Se realizaron cuatro
mediciones para cada formulacién. A partir de cada curva fuerza-tiempo (Figura 2.6), se
calcularon los pardmetros dureza (DU) y cohesividad (CO). Estos parametros fueron
seleccionados para caracterizar las propiedades de textura de las magdalenas en base a

estudios previos (Martinez-Cervera y col.,2012; Yilmaz y Ogtci, 2015a).

4.3.2 Migracion de aceite

Para caracterizar la migracion de aceite, se determiné la cantidad de aceite liberado
por cada magdalena colocandola sobre papel de filtro (tipo Whatman #4, diametro 110 mm)
en contenedores cilindricos huecos (diametro 60 mm) (Dibildox-Alvarado y col., 2004). La
cantidad de aceite liberado por cada muestra se determiné por la diferencia en el peso del
papel de filtro antes y después de colocar la magdalena sobre el mismo. Este parametro se
evalu6 a 20 °C para distintos tiempos: 1, 7 y 10 dias luego de la preparacién, realizando cuatro
réplicas para cada formulacion. La pérdida de aceite (OL por sus siglas en inglés) se expreso

como % ((g aceite/g magdalena)*100).

4.3.3. Color

La medicion del color fue realizada en un colorimetro triestimulo HunterLab UltraScan
XE (Hunter Associates Laboratory, Inc., Reston, VA), donde se determiné el color reflejado
por la corteza y por la miga de cada una de las magdalenas. Los resultados se expresaron
en términos de la escala CIELAB, que define el color a partir de las coordenadas L*, a"y b".

El parametro L™ representa la luminosidad y varia entre 0 (negro) y 100 (blanco). Los valores
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a* y b* representan la variacion entre la coloracion verdosa (-)/rojiza (+), y azulada (-
)amarillenta (+), respectivamente (Mathias-Rettig y Ah-Hen, 2014). Las mediciones se
realizaron en cuatro magdalenas de cada formulacion en tres puntos distintos, incluyendo el
centro superior y los laterales para la corteza, y puntos aleatorios situados en la parte
superior, central, e inferior para la miga de cada magdalena. La diferencia de color (AE*) entre
las magdalenas formuladas con aceite o0 con oleogeles y el Control se calcul6é a partir de la
diferencia entre los pardmetros de color correspondientes, a partir de la Ec. 4.1 (Francis y

Clydesdale, 1975).

AE* = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]Y/? (4.1)

4.3.4 Peso y dimensiones

Las magdalenas fueron removidas del horno al finalizar la coccién y sus dimensiones
se determinaron luego de mantenerlas en un ambiente controlado (20-24 °C) durante 1 h. El
diametro (d) y la altura (A) se midieron con un calibre digital (327-06-0, ASIMETO, Alemania).
Se tomaron mediciones del didmetro superior en distintas direcciones y de la altura maxima
del producto. Los valores obtenidos para cada parametro se promediaron. El peso (P) se
registré en una balanza analitica (CP 2245, Legibilidad 0,1 mg, Sartorius, Alemania). Para
ello, se utilizaron cuatro magdalenas seleccionadas al azar, para cada formulacion. La
capacidad de expansion (SR por sus siglas en inglés, spread ratio) se calcul6 dividiendo el
diametro promedio por la altura promedio de las magdalenas. Este parametro es una medida
de la calidad del proceso de coccion y esta relacionado con la capacidad de expansion de la
masa durante el mismo. Para lograr productos de panaderia considerados de alta calidad se

requieren valores de SR altos (Hussein y col., 2011).
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4.3.5 Contenido de Humedad

El contenido de humedad (H) se determiné empleando una balanza con analizador de
humedad (MB 35, Ohaus, Suiza) acorde al método 44-15A (AACC, 2000). Esta metodologia
se basa en el principio de termogravimetria, el cual consiste en calcular la pérdida de peso
de una cierta cantidad de muestra mientras la misma se somete a calentamiento a una
temperatura controlada (1301 °C). Las mediciones se realizaron por triplicado y los

resultados se expresaron en % (p/p) en base humeda.

4.3.6 Volumen especifico

El volumen especifico (Ve) se calculé como el cociente entre el volumen y el peso de
cada magdalena. El volumen se midi6 empleando el método de desplazamiento de semillas
de chia en un recipiente cilindrico de acuerdo al Método 10-05 (AACC, 2000). Este método
consiste en determinar el volumen ocupado en un recipiente cilindrico por una dada cantidad
de semillas, en ausencia y en presencia de una magdalena previamente pesada, a través de
la determinacion de la altura del lecho de semillas en cada caso y posteriormente calculando
la distancia desplazada (diferencia entre ambas alturas). ElI volumen especifico de la

magdalena (Ve) se calcul6 aplicando la siguiente ecuacion.

wr?+«DD

3
A B (4.2)

Donde: r= radio del cilindro (cm), DD= distancia desplazada (cm), P= peso de la

magdalena (g). Se realizaron tres mediciones por cada formulacion.
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4.3.7 Andlisis de imagenes digitales de la estructura de la miga

Para analizar la estructura de la miga, las magdalenas se cortaron de manera
horizontal a una distancia de 2,5 cm de la base y la parte inferior se colocd en una caja
iluminada. Las imagenes en color se capturaron con una camara digital Nikon D3400 (55 mm,
f/3.5-5.6, ISO 100), con un aumento de 24x y se analizaron mediante el uso del software
Imaged 1,47v (Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD, EEUU). Del centro de cada
imagen, correspondiente a la seccion transversal interna de una magdalena, se recorté una
seccion de 30 mm x 30 mm y se convirtio a 8 bits considerando 255 niveles de grises. Estas
imagenes fueron binarizadas (convertidas desde la escala de grises a la escala blanco y
negro) usando un método de medida de umbralizacion difusa automatizada. De esta manera,
todos los pixeles con un nivel de gris por encima del valor umbral fueron convertidos al blanco
(matriz del producto) y por debajo de este valor se convirtié en negro (celdas de aire). De las
imagenes binarizadas se extrajeron distintas caracteristicas de la miga y las siguientes se
seleccionaron para el analisis: distribuciéon de tamafio de celdas de aire y nimero total de

celdas de aire/cm? (Sapirstein y col., 1994).

4.3.7 Andlisis Sensorial

Para llevar a cabo el andlisis sensorial de las magdalenas se utilizd6 un ensayo de
prueba hedonica, en la cual se le pide al consumidor que valore el grado de satisfaccion
general que le produce el producto utilizando una escala determinada. Este tipo de prueba
representa una herramienta muy efectiva en el disefio de productos y cada vez se utilizan con
mayor frecuencia en la industria debido a que son los consumidores quienes, en ultima
instancia, convierten un producto en éxito o fracaso.

En base a lo expuesto anteriormente, y teniendo en cuenta los resultados obtenidos
a partir de las propiedades fisicoquimicas determinadas, se realiz6 el analisis sensorial de 2
formulaciones de magdalenas, Control y una formulacién con oleogel, con el fin de determinar

el grado de aceptacion de cada producto por parte de los consumidores y comparar los
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atributos sensoriales de los mismos. En el estudio participaron un total de 130 panelistas,
entre ellos estudiantes y personal de los institutos de investigacion correspondientes a
CONICET-CCT-Bahia Blanca, y estudiantes de la Universidad de Buenos Aires. Las
muestras fueron preparadas 1 dia antes del andlisis y almacenadas a 20°C. Cada panelista
evalu6 en una Unica sesion las 2 muestras mencionadas, presentadas ante los panelistas con
una codificacién constituida con un numero de 3 digitos seleccionados al azar. A cada
panelista se le proporcionéd dos magdalenas enteras, cada una correspondiente a una
formulacion, ordenadas de manera aleatoria de izquierda a derecha; ademas de agua potable
para limpiar sus paladares entre la degustacion de cada magdalena. Se solicitd a los
panelistas que evalien cada muestra en cuanto a los siguientes atributos sensoriales:
aspecto, color, sabor, y esponjosidad. Basandose en estos atributos se les pidié que
determinaran la aceptabilidad global de cada muestra en una escala hedénica de 5 puntos (1
= me disgusta mucho, 2 = me disgusta, 3 = ni me gusta ni me disgusta, 4 = me gusta, 5 =me
gusta mucho) (Yilmaz y Ogltcl, 2015b). En la Figura 4.3 puede verse la planilla que se le

entreg6 a cada consumidor.
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ANALISIS SENSORIAL DE MAGDALENAS

NOMBRE: ... i SO e S
Edad: Frecuencia de Consumo:

[ ] Hasta 25 arios [] Consumo diariamente

[ JEntre 25 y 35 afios [:] Consumo frecuentemente (1 0 2 veces

[ ] Entre 36 y 50 afios por semana)

[ ] Mas de 50 afios [] Consumo ocasionalmente

Usted recibira DOS muestras de magdalenas. Debera evaluar las muestras de izquierda a
derecha. Indique con una X el puntaje asignado a cada caracteristica del 1 al 5, siendo:

1- Me disgusta mucho

2- Me disgusta

3- Ni me gusta ni me disgusta

4- Me gusta

5- Me gusta mucho

MuestraN°..........

1 2 3 4 5
Aspecto D D [:I D D
Color D D D D D
Sabor O 0 O d O
Esponjosidad D |:| D D D

Indique un puntaje global del 1 al 5: |:]

» Detecta el sabor asociado a la materia grasa? SI NO
Si lo detecta, le gusta? SI NO
Lo percibe como un producto que se desmigaja facilmente? SI NO
» Compraria este producto? SI NO
Por favor justifique su respuesta.

Figura 4.3. Formulario presentado a cada consumidor para el analisis sensorial de las magdalenas.

4.4 Resultados

Imagenes de magdalenas preparadas con los dos oleogeles optimizados (M1 y M2

elaboradas a partir de O-1 y O-2, respectivamente), aceite (Mac) y materia grasa comercial

(Control) se muestran en la Figura 4.4. El contenido resultante de grasa saturada de estos

productos fue 1,29, 2,1, y 1,9% (p/p) en Mac, M1, y M2, respectivamente, todos

significativamente inferiores respecto al 5,3% (p/p) en el Control. Es decir, se logro reducir el

contenido de grasa saturada en 80, 68, y 71% (p/p) en Mac, M1, y M2, respectivamente.
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Figura 4.4. Imagenes de las magdalenas formuladas con (a) materia grasa comercial (Control), (b)
aceite de girasol alto oleico (Mac), y oleogeles obtenidos a partir de la optimizacion (c) O-1 (M1), y (d)
0-2 (M2).

4.4.1 Propiedades de las magdalenas

4.4.1.1 Migracidn de aceite

Un problema importante que surge de la sustitucion de grasa saturada en los
productos alimenticios es la migracion de aceite, que tiene como consecuencia la alteracion
de propiedades estructurales y sensoriales del producto, causando efectos indeseables en la
calidad del mismo (Blake y Marangoni, 2015). Teniendo en cuenta que los dos oleogeles
optimizados mostraron valores altos de OBC, se plante0 la hip6tesis de que la incorporacion
de estos materiales en la formulacion de magdalenas podria reducir su pérdida de aceite. La
pérdida de aceite (OL) de magdalenas elaboradas a partir de las cuatro formulaciones y
evaluadas en funcién de un periodo de tiempo de almacenamiento corto (1, 7 y 10 dias) se

muestra en la Figura 4.5.
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1,0 T Control HEEE Mac T M1 HEEE M2

aA
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1 7 10

Tiempo (dias)

Figura 4.5. Porcentaje de pérdida de aceite (OL, %) en las distintas formulaciones de magdalenas
luego de 1, 7 y 10 dias de almacenamiento. Los valores de OL se representan mediante el valor
promedio y desvio estandar de 3 réplicas. Letras mindsculas diferentes en un mismo dia indican
diferencias significativas entre muestras para un dado tiempo (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes

para una misma formulacién indican diferencias significativas a lo largo del tiempo (p < 0,05).

La migracion de aceite entre las distintas muestras no mostré diferencias significativas
en el dia 1 (p > 0,90). Después de 7 dias de almacenamiento, los valores de OL de M1y M2

fueron significativamente mas bajos que los mostrados por Mac y Control (p < 0,03). Al final

del periodo de tiempo evaluado, las magdalenas Control mostraron el valor de OL mas alto,
seguido por los productos formulados con aceite, mientras que las magdalenas preparadas
con oleogeles liberaron la menor cantidad de aceite (p < 0,0001), sin evidenciar diferencias
significativas entre ellas (p = 0,99). Por lo cual se puede afirmar que la incorporacion de
oleogeles optimizados en magdalenas redujo aproximadamente el 50% de la pérdida de
aceite observada en las magdalenas Control después de 10 dias de almacenamiento. Esto
indica que los materiales desarrollados pueden usarse efectivamente como inhibidores de la
migracion del aceite, verificandose de esta manera la hipétesis antes mencionada. Ademas,
esto podria revelar que, aunque los oleogeles se mezclaron con los ingredientes restantes
durante la preparacion de la masa, sus componentes permanecieron unidos por interacciones

fuertes entre la red cristalina y el aceite. Si bien es de esperarse que el proceso de coccion
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genere la fusion de los monoglicéridos, también lo es que los mismos recristalicen por el
enfriamiento posterior, permitiendo que el aceite circundante quede nuevamente atrapado por
los cristales de monoglicéridos y evitando su liberacién a la matriz del alimento. Un aspecto
destacado es que, aunque todas las muestras exhibieron un incremento en OL a lo largo del
tiempo (p < 0,0001), M1y M2 presentaron menor variacion respecto a las magdalenas Control
y Mac. Esto implica que las magdalenas elaboradas con oleogeles optimizados presentan

mejor estabilidad a corto plazo, en comparacion con la formulacién Control.

4.4.1.2 Textura

En la Figura 4.6 se muestran los valores de dureza y cohesividad obtenidos para las
cuatro formulaciones de magdalenas ensayadas. Todas las formulaciones alternativas de
magdalenas, Mac, M1 y M2, mostraron valores promedio de DU que no difieren
significativamente del Control. Estudios previos han demostrado que la dureza de un producto
puede ser afectada significativamente al reemplazar la materia grasa en productos
horneados, lo que la convierte en uno de los atributos mas estudiados (Onacik-Gir y col.,
2015; Tarancon y col., 2013; Yiimaz y Ogitcl, 2015a). Yilmaz y Ogutct (2015a) reportaron
una reduccién en los valores de DU cuando evaluaron el reemplazo de una materia grasa
comercial con oleogeles de aceite de avellana y ceras de girasol en una formulacion de
bizcochos. Onacik-Gir y col. (2015) encontraron una reduccion significativa en la dureza de
bizcochos preparados con aceite de girasol alto oleico y aditivos (inulina y lecitina),
comparados con aquellos preparados con un tipo de materia grasa comercial. Los oleogeles
utilizados en este trabajo dieron como resultado magdalenas con DU similar al producto
Control, lo cual podria ser un resultado esperado teniendo en cuenta que la formulacion de
estos materiales fue optimizada de manera de alcanzar la misma dureza que la MC utilizada
para la preparacion del producto Control. Por otra parte, las magdalenas elaboradas sélo con
aceite también mostraron DU comparable. Esto podria sugerir que las diferentes materias

grasas evaluadas utilizadas en una proporcion de aproximadamente 10% con respecto a la
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cantidad total de ingredientes no serian un factor determinante sobre la DU en este tipo de
productos de textura esponjosa. En relacion con el pardmetro de cohesividad, no se
encontraron diferencias significativas cuando la MC se reemplazd con aceite GAO. Sin
embargo, los valores de CO disminuyeron significativamente cuando se usaron los oleogeles
optimizados en la formulacién, dando lugar a una estructura de miga mas facilmente
deformable. Es importante mencionar que, aunque los oleogeles optimizados mostraron
valores de CO alrededor de un 43% mas bajos que la MC (Tabla 3.10), esta diferencia no se

mantuvo en la misma proporcién en la CO del producto final (diferencia promedio del 13%).

3,0 — 0,8
a
2,57 tl-_t a a
a - 0,7
- 2,0+ j:L a % —:LL
2 a
- _ | (@)
- 1,5 b 0,6 o
(]
1,0 b
- 0,5
0,54
0,0 T I T T 0,4
Control Mac M1 M2

Figura 4.6. Parametros de textura: dureza (DU, N) (izquierda) y cohesividad (CO) (derecha) en las
magdalenas formuladas con materia grasa comercial (Control), aceite de girasol alto oleico (Mac), y
oleogeles obtenidos a partir de la optimizacion O-1 (M1) y O-2 (M2). Los valores de DU y CO se
representan mediante el valor promedio y desvio estdndar de 3 réplicas. Letras minusculas diferentes
en un mismo parametro de textura indican diferencias significativas entre muestras para un dado

tiempo (p < 0,05).

En base al analisis de las propiedades de textura, puede pensarse que el uso de aceite
de girasol alto oleico como sustituto de la materia grasa comercial seria mas efectivo que la
incorporacion de oleogel ya que Mac mostro valores de cohesividad y dureza comparables a
los de Control. Sin embargo, la ventaja de estructurar aceite GAO con monoglicéridos fue el

desarrollo de un producto con la menor migracién de aceite a lo largo del tiempo.
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4.4.1.3 Color

El color es un factor importante en la determinacion de la calidad final de los productos
de panaderia, ya que influye en su aceptabilidad por parte de los consumidores. La Tabla 4.2
muestra las medidas del color de la corteza y la miga de las magdalenas elaboradas. No se
observaron diferencias significativas en los valores de L* entre las cortezas de todas las
muestras, lo que significa que las materias grasas evaluadas como sustitutos de la MC no
modificaron la luminosidad de la miga del producto final. Por el contrario, los valores de los
parametros a* y b* de las cortezas de magdalenas preparadas con oleogeles fueron
significativamente menores que los del producto Control, lo que indica que las cortezas de
M1y M2 mostraron un color amarillo menos anaranjado y mas saturado (en general, un tono
menos amarronado). Por otro lado, las magdalenas formuladas con aceite condujeron a
cortezas con un tono menos anaranjado respecto del Control. Para determinar si las
diferencias de color encontradas entre los productos podrian ser identificadas por el
consumidor se calcul6 el AE*. Un valor de AE* < 3 implica que las diferencias no son visibles
al ojo humano (Francis y Clydesdale, 1975). Dado que este parametro fue superior a 3 solo
en la comparacion de M1 con el Control, el ojo humano apreciaria Gnicamente las diferencias
de color entre la corteza de estas magdalenas, pudiendo afectar o no la aceptabilidad de M1
por parte de los consumidores. Su aspecto general se puede ver en la Figura 4.4. En la miga,
los resultados hallados exhibieron tendencias analogas. La miga de M1 no mostr¢ diferencias
significativas con la correspondiente a la formulacion Control, mientras que M2 presento
valores de L* y b* significativamente menores, resultando en una coloracién de miga
amarillenta, mas palida comparada con el Control. Para M1, se obtuvo AE* < 3,
contrariamente al resultado encontrado para M2, donde las diferencias de color entre la miga

de M1y Control no serian identificadas por los consumidores.
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Tabla 4.2. Parametros de color correspondientes a la corteza y a la miga de las magdalenas

formuladas con materia grasa comercial (Control), aceite de girasol alto oleico (Mac), y oleogeles

obtenidos a partir de la optimizacién O-1 (M1) y O-2 (M2).

Muestra L* a*® p* AE*®
Control 49,19(0,77)2  9,14(0,59)2  32,14(0,24)2 0,00
e — Mac 49,78(0,78)2 9,66(0,86)2 30,56(0,39)> 1,76
M1 50,40(1,41)2 6,13(0,65)> 31,20(0,37)° 3,38
M2 48,39(1,72)2  6,94(0,79)> 31,06(0,55)> 2,58
Control 53,39(0,45)2 2,91(0,13)2 27,18(0,99)2
Miga Mac 46,54(0,95)° 1,58(0,46)*> 23,70(0,70)b 7,8
M1 52,21(0,46)2 2,73(0,27)2  26,91(0,38)2 1,2
M2 46,15(0,86)>  2,45(0,21)2 24,80(0,13)b 7,6

aL*, a*, b*, parametros de color correspondientes a la escala CIELAB; AE*, diferencia de color total
entre las muestras y el Control. Valores promedio (desviacién estandar) de 3 réplicas. Los valores en

una misma columna con distinto superindice son significativamente diferentes (p < 0,05).

4.4.1.4 Peso y dimensiones

Como se observa en la Tabla 4.3, no se encontraron diferencias significativas en el
peso del producto final al reemplazar la materia grasa comercial por aceite u oleogel.

Las dimensiones de las magdalenas se midieron con el fin de investigar el efecto de
los oleogeles sobre las caracteristicas de expansibilidad. Las muestras Control y Mac
mostraron menor diametro y mayor altura que las magdalenas que contenian oleogeles.
Como resultado, los valores del parametro SR de las magdalenas preparadas con oleogeles
fueron mayores en comparacion con los elaborados con aceite GAO y MC. Dado que uno de
los desafios criticos para reemplazar las grasas tradicionales utilizadas en productos
horneados ha sido superar la disminucion del SR (Jang y col., 2015), este resultado significa
una mejora en este parametro de calidad de las magdalenas debido al uso de oleogeles

optimizados como sustitutos de la materia grasa comercial en esta formulacion alimenticia.
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Tabla 4.3. Peso, dimensiones, capacidad de expansion, contenido de humedad y volumen especifico

de las magdalenas formuladas con materia grasa comercial (Control), aceite de girasol alto oleico

(Mac), y oleogeles obtenidos a partir de la optimizacion: O-1 (M1), y O-2 (M2).

Muestra P (g)* d (cm)® A (cm)® SR¢ H (Yop/p)? Ve (cm3/g)®
Control 25,31(0,41)2 5,42(0,02)> 3,55(0,02)2 1,53  22,11(0,56)2 0,35(0,01)°
Mac 25,05(0,20)2 5,47(0,04)> 3,56(0,04)2 1,54 22,49(0,33)2  0,35(0,01)°
M1 24,99(0,03)2 5,67(0,01)2 3,41(0,04)> 1,66  21,51(0,47)2c 0,38(0,01)2
M2 25,15(0,05)2 5,60(0,03)2 3,35(0,02)°> 1,67 20,72(0,38)¢  0,39(0,01)2

9P, peso; d, diametro; A, altura; SR, capacidad de expansion, H, humedad; Ve, volumen especifico. Los
valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar. Los valores promedio en una misma

columna con distinto superindice son significativamente diferentes (p < 0,05).

4.4.1.5. Contenido de Humedad

Como puede observarse en la Tabla 4.3, no se encontraron diferencias significativas
en el contenido de humedad (H) de las magdalenas Mac y M1 respecto al producto Control,
mientras que M2 presentd un valor levemente menor (reduccién promedio de 6,3%). La
retencién de agua es el resultado de diferentes interacciones entre el agua y los demas
ingredientes que conforman la masa. Dado que todas las magdalenas se formularon usando
la misma cantidad de masa y no se encontraron diferencias significativas entre los pesos
determinados después de la coccién, era de esperarse que los diferentes tipos de
magdalenas presentaran valor de H comparables. El hecho de que la técnica utilizada para
determinar la humedad de magdalenas presentd resultados significativamente diferentes,
podria atribuirse a la eliminacion de un menor contenido de agua en M2 (respecto al Control)
durante el ensayo debido a una posible retencién de agua superior en la estructura de

magdalenas elaboradas con estos oleogeles (O-2).

4.4.1.6 Volumen especifico

Al reemplazar la materia grasa comercial con los oleogeles en la formulacién de
magdalenas, el volumen especifico (Ve) se incrementd, mientras que no se detectaron

diferencias significativas entre los valores correspondientes al producto Control y Mac (Tabla
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4.3). Este resultado concordd con el obtenido en la evaluacién de las dimensiones del
producto. Teniendo en cuenta que el peso de las diferentes magdalenas fue similar, el efecto
sobre el volumen especifico estuvo determinado por las dimensiones de las magdalenas (Ve
es proporcional a d?A). Por lo tanto, el aumento en el didmetro mostrado por las magdalenas
M1 y M2 respecto del Control (aproximadamente 4,0%) tuvo una mayor influencia en el
volumen especifico que la disminucion en la altura experimentada por estas muestras
(aproximadamente 4,8%). En estos productos de panaderia, el volumen es uno de los
atributos de calidad criticos ya que influye significativamente en la aceptabilidad por parte de
los consumidores. Por este motivo, evitar la disminucion del volumen del producto representa
todo un desafio al momento de reemplazar las grasas sélidas (Kim y col., 2017). En este
estudio, la sustituciébn de la materia grasa comercial con oleogeles de monoglicéridos

contribuy6 a mejorar el volumen especifico de las magdalenas formuladas.

4.4.1.7 Estructura de la miga

Las imagenes de las secciones transversales del interior de las magdalenas se
muestran en la Figura 4.7-A, donde se puede ver que las estructuras de la miga presentaron
diferencias en su apariencia. La Figura 4.7-B presenta las correspondientes imagenes

binarizadas utilizadas para los analisis.
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Control

Figura 4.7. Imagenes de migas de magdalenas elaboradas con materia grasa comercial (Control),

aceite de girasol alto oleico (Mac) y los oleogeles obtenidos a partir de las optimizaciones O-1 (M1) y
0-2 (M2). (A) Seccidn transversal seleccionada para el andlisis de imagenes. (B) Iméagenes

correspondientes binarizadas.

La Tabla 4.4 muestra, por unidad de &rea, el numero total de celdas de aire y el
namero de celdas de aire agrupadas por rangos de tamafio determinados en la miga de las
magdalenas elaboradas. Se observé una disminucion significativa en el nimero total de
celdas de aire en las magdalenas formuladas con oleogeles en comparaciéon con las
producidas con materia grasa comercial y aceite. Esta disminucién generé una estructura
mas conectada, en concordancia con los resultados encontrados en el andlisis de
cohesividad. Respecto al pardmetro SR, cuanto mayor es este, menor es la aireacion en la
mezcla. Por lo tanto, estos resultados fueron consistentes con los encontrados en el analisis
de las dimensiones de magdalenas formuladas con oleogeles, y con los reportados en un
estudio similar (Yilmaz y Ogitcii, 2015a) donde se evalué la incorporacion de oleogeles de
ceras en una formulacion de galletitas, como sustitutos de un shortening comercial. Los

resultados indicaron que la aireacion fue menor en las galletitas preparadas con los oleogeles.
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Tabla 4.4. Nimero y distribucién de celdas de aire en magdalenas preparadas con diferentes tipos de

material grasa.

Muestra NUmero de celdas de aire/cm? NUmero total/cm?

Rango de area de celda (cm?)®
10%-510* 5110%-10° 1,110%-510%1

Control  1119,0 (35,6)2  103,1 (14,3)° 15,2 (3,1) 1237,8 (24,4)2
Mac 1098,2 (42,1)®> 88,8 (1,1) 14,2 (3,0) 1201,3 (46,2)2
M1 967,1 (82,9)bc 67,1 (1,9) 8,2 (0,6) 1042,4 (81,7)
M2 9449 (4,2)° 60,5 (0,7)b 8,1 (0,0)° 1013,5 (4,9)

Muestras de magdalenas formuladas con materia grasa comercial (Control), aceite de girasol alto
oleico (Mac) y los oleogeles obtenidos a partir de las optimizaciones O-1 (M1) y O-2 (M2). %Area de la
imagen analizada. Los valores entre paréntesis corresponden a la desviacién estandar. Los valores

promedio en una misma columna con distinto superindice son significativamente diferentes (p < 0,05).

El tamafio de las celdas de aire es un parametro importante ya que puede influir en la
textura del producto final. A pesar de que tanto el producto Control como Mac mostraron un
namero significativamente mayor de las celdas de aire de mayor tamafio, en comparacion
con M1y M2, lo que podria conducir a una estructura interna mas débil, este efecto no se
evidenci6 en el analisis de la dureza de las magdalenas. Sin embargo, el aumento del tamafio
de las celdas de aire en la estructura de la miga podria generar un producto facilmente
desmenuzable y la pérdida de su forma tipica, afectando negativamente la calidad. Ademas,
estructuras de miga con estas caracteristicas facilitarian la migracién de aceite hacia la
superficie del producto, o al menos hacia las celdas de aire. Este resultado estuvo en
concordancia con la evaluacion de migracion de aceite (seccion 4.4.1.1), la cual indico que
las magdalenas formuladas con materia grasa comercial y aceite exudan mayor cantidad de
aceite en comparacion con aquellas formuladas con los oleogeles de monoglicéridos. Una
mayor proporcion de celdas de aire de tamafio pequefio, que contribuyen a una estructura
interna mas homogénea, también fue reportado en pan dulce formulado con oleogeles de
monoglicéridos y aceite de girasol en reemplazo del aceite de palma, en un estudio llevado a
cabo por Calligaris y col. (2013). Estos resultados sugieren que los monoglicéridos facilitarian
la formacién de celdas de aire de tamafio pequefio, dando lugar a migas con estructura

uniforme y caracteristicas de textura deseables (Zhou y col. 2011).
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4.4.1.8 Analisis sensorial

Luego de analizar las propiedades descriptas en los items anteriores, y con el fin de
evaluar la aceptabilidad por parte de los consumidores de las magdalenas elaboradas con
oleogeles, se decidi6 realizar el andlisis sensorial inicamente a 2 formulaciones (Control y
M2), preparando un total de 260 magdalenas. Las magdalenas Control se seleccionaron
debido a que contienen margarina como fuente de materia grasa comercial, similar a las
magdalenas disponibles en el mercado; y las magdalenas M2 se seleccionaron como
formulacion alternativa, ya que implica la utilizacion del oleogel formulado con la menor
concentracion de agente estructurante, lo cual implica menor contenido de materia grasa
saturada.

Del total de individuos que patrticiparon del andlisis sensorial, 63% fueron mujeres y
37% fueron hombres. Del total de panelistas (mujeres y hombres) el 51% se encontré dentro
del rango de edad entre 26 a 35 afos. A pesar de que el porcentaje de mujeres fue mayor,
se sabe que la categoria sexual no interfiere en la agudeza del analisis sensorial y que este
rango de edad es preferido ya que los individuos normalmente presentan habitos de consumo
bien definidos y buena salud (Ramcharitar y col., 2005). En cuanto a la frecuencia de consumo
informada por los panelistas, todos ellos se identificaron como consumidores de magdalenas,
entre los cuales la mayoria indicd consumir estos productos de manera ocasional (93%), y
solo algunos de manera frecuente (7%).

En la Figura 4.8 se muestran los valores promedio obtenidos para la evaluacion de
cada atributo y el puntaje global para ambas formulaciones. Como puede observarse todos
los atributos resultaron aceptables (valoracion media~4) segun la apreciacion de los
panelistas. No se encontraron diferencias significativas entre las muestras Control y M2
respecto al sabor y la esponjosidad, mientras que las magdalenas formuladas con oleogeles
presentaron mayor valoracion en su aspecto y color que aquellas formuladas con materia
grasa comercial. Ademas, M2 fue mejor valorada en su puntaje global respecto a la muestra

Control.
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Figura 4.8. Efecto del reemplazo de materia grasa en la formulacion de magdalenas sobre sus
caracteristicas sensoriales: aspecto, color, sabor, esponjosidad, y puntaje global. Los valores medios

en un mismo atributo indicados con distinta letra son significativamente diferentes (p < 0,05).

En cuanto a la pregunta realizada sobre la deteccion del sabor asociado a la materia
grasa, se encontré que la mayoria de los panelistas no lo detectaron, siendo mayor este
porcentaje en las muestras M2 (Figura 4.9). Un porcentaje menor fue capaz de detectar este
sabor en las magdalenas, indicando mayoritariamente el gusto agradable de la misma. Y por
ultimo, sélo un porcentaje pequefio detectd un sabor no agradable asociado a la materia grasa
contenida en las magdalenas, siendo mayor en el caso de las muestras Control. Por otro lado,
la mayoria de los panelistas consideraron que ni Control ni M2 se presentan como productos
gue se desmigajan facilmente, indicando que ambas muestras presentaron buenos niveles
de compactacion (cohesividad). Por ultimo, la mayoria de los participantes en la evaluacion
indicé que estaria dispuesto a comprar estos productos debido a su aspecto aceptable y
textura atractiva, siendo este porcentaje mayor en las muestras M2. En comparacion con la
muestra Control, los panelistas indicaron que la muestra M2 result6 tener sabor mas liviano,
aunque artificial, permitiendo una sensacion de mayor humedad y suavidad en el paladar,
presentandose con un color mas claro respecto a la coloracibn amarronada observada en las
magdalenas formuladas con la materia grasa comercial. La mayoria de los panelistas
detectaron la diferencia de color entre la muestra Control y M2, siendo la coloracion més clara,
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correspondiente a M2, mejor valorada respecto a la coloracién amarronada de la muestra

Control. Este resultado coincide con lo obtenido en el andlisis de AE* para el color de las

migas.
éDetecta el sabor asociado a la materia grasa?
CONTROL M2
53,8% h
65,4%
h 9,2%
13,1%
I Si detecto - me gusta
éLo percibe como un producto que se desmigaja facilmente? é¢Compraria este producto?
CONTROL M2 CONTROL
P
83,1% 88,5% TR Ee2s
I Si I si

Figura 4.9. Resultados de la encuesta realizada durante el andlisis sensorial de las magdalenas
Control y M2.

4.5 Conclusiones

En este Capitulo se demostré que es posible obtener magdalenas con propiedades
fisicoquimicas similares a las de las magdalenas formuladas con la materia grasa comercial,
independientemente del oleogel utilizado (O1 u O2). Esto implica que la preferencia de
seleccionar un oleogel sobre otro estara dada Unicamente por consideraciones practicas.
Asimismo, quedd demostrado que los oleogeles desarrollados poseen un gran potencial para

reemplazar la materia grasa comercial que se utilizé en la formulacion de magdalenas.
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El reemplazo de la materia grasa comercial con los oleogeles optimizados en la
formulacion de magdalenas llevo a la obtencion de productos con una mayor expansibilidad
y un mayor volumen especifico, evidenciando una estructura menos compacta, lo que
representa aspectos deseados desde un punto de vista industrial y comercial. Ademas, se
alcanzaron valores de dureza similares y estructuras de migas mas conectadas y
homogéneas. Asimismo, y ho menos importante, estos productos mostraron una reduccion
de la migracion de aceite de alrededor del 50% con respecto a las magdalenas Control
después de 10 dias de almacenamiento, lo que indicd que estos oleogeles se pueden usar
satisfactoriamente para disminuir la pérdida de aceite en este producto dulce horneado. En
general, el reemplazo de grasa con los oleogeles de monoglicéridos optimizados tuvo un
impacto positivo en la calidad y el perfil nutricional de las magdalenas elaboradas.

Por otro lado, se evidencié que la incorporacién de los oleogeles en magdalenas dio
lugar a cortezas y migas con coloraciones menos rojizas y menos amarillentas que las
obtenidas empleando materia grasa comercial, mientras que la dureza del producto final no
se modific6. Ademas, se observé mediante el andlisis de estabilidad, que a 7 y 10 dias de
almacenamiento se reduce el porcentaje de migracion del aceite respecto a las magdalenas
formuladas con materia grasa comercial y con aceite.

A partir de la evaluacién sensorial, se puede afirmar que los consumidores consideran
aceptable tanto las magdalenas formuladas con materia grasa comercial como aquellas
obtenidas a partir de oleogeles, obteniendo estas Ultimas mayor nivel de aceptabilidad
respecto de su aspecto, color y puntaje global en comparacion con las primeras, sin percibir
diferencias significativas entre las mismas en su sabor. Es importante destacar que los
oleogeles utilizados en este trabajo sélo contienen aceite y agente estructurante, es decir, no
poseen aditivos (colorantes, resaltadores del sabor, etc.). Por lo que su incorporacion permite
pensar en la posibilidad de mejorar ain mas las caracteristicas organolépticas de las
magdalenas formuladas con estos sustitutos grasos.

La mejora en el perfil nutricional debido al uso de oleogeles como sustitutos de grasa
comercial fue significativa, evidenciando una reduccion en el contenido de materia grasa
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saturada de al menos 68% (p/p), lo cual cumple con uno de los objetivos planteados en la
tesis referido a la obtencién de productos con caracteristicas nutricionales mejoradas.

En base a los resultados mencionados, se ha demostrado que los oleogeles
desarrollados poseen un gran potencial para reemplazar la materia grasa que habitualmente
se utiliza en la formulacion de magdalenas, permitiendo la obtencion de productos con un

perfil nutricional mejorado respecto a los disponibles comercialmente.
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Capitulo
ESTABILIDAD
DE OLEOGELLES

5.1 Introduccioén

La red cristalina en materiales grasos es una entidad dindmica, ya que experimenta
muchos cambios durante el almacenamiento (Dassanayake y col., 2011). Si bien se han
realizado muchos estudios con el fin de entender la nano, micro y macro estructura de los
oleogeles compuestos por monoglicéridos (MG) y aceites vegetales, son limitados los
estudios en los que se ha analizado la estabilidad de estos materiales. Qjijo y col. (2004)
estudiaron los cambios producidos en las propiedades microestructurales, térmicas y
reolégicas de oleogeles de MG y aceite de oliva durante un periodo de 8 semanas de
almacenamiento a 25 °C. En este estudio se report6 que luego del almacenamiento, las redes
de MG mostraron una disminucion en el tamafio de sus elementos microestructurales y, como
consecuencia de ello, un incremento en su dureza. Da Pieve y col. (2011) investigaron la
influencia de la estructura de oleogeles de MG en la estabilidad oxidativa de aceite de higado
de bacalao en un periodo de tiempo de 40 dias. Se concluy6 que la estructuracion de aceite
lograda por la adicién de MG puede ser una estrategia prometedora para extender la vida util
del aceite de higado de bacalao mediante la disminucién de la velocidad de formacién de
productos de oxidacion secundarios. Yilmaz y Ogitcii (2014) estudiaron oleogeles formados
por aceite de avellanas estructurados con MG y cera de abeja. Estos materiales fueron

caracterizados y se midieron sus propiedades cada un mes durante 90 dias de
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almacenamiento. Debido a que no hubo cambios significativos en las propiedades de textura
de los oleogeles y, ademés, estos materiales fueron muy estables frente a la oxidacion, se
pudo probar la gran estabilidad de estos oleogeles durante el almacenamiento.

Como se ha especificado en los capitulos previos, el aceite de girasol alto oleico es
considerado una fuente de lipidos de alta calidad para obtener oleogeles con aplicaciones
alimentarias debido a su composicién quimica y por ende su gran estabilidad oxidativa,
disponibilidad y costo (Chaves y col., 2018). Estudios reportados en literatura sugieren que
los procesos de preparacion y formacion de los oleogeles no producirian cambios en la
composicion acidica ni en los isémeros de los aceites. Sin embargo, la preparacion de estos
oleogeles consiste basicamente en el calentamiento y agitacion de mezclas del aceite vegetal
y el agente estructurante, por lo cual ambas condiciones podrian representar factores
negativos en el proceso de deterioro de los componentes de estos materiales (Lim, Hwang,
y Lee, 2017). Una de las reacciones de deterioro mas importantes en grasas y aceites es la
oxidacion lipidica. Su ocurrencia puede modificar significativamente la calidad del producto a
través de cambios no solo quimicos, sino también de las caracteristicas organolépticas
(sabor, olor, color) y de textura. Por ende, la reaccién de oxidacion lipidica conlleva a la
disminucion de la vida atil del producto (Gunstone y col., 2007).

Teniendo en cuenta que los cambios en las propiedades fisicoquimicas de los
oleogeles podrian afectar en gran medida a las propiedades de los alimentos elaborados con
ellos, el estudio de sus propiedades durante el almacenamiento resulta de interés particular
en la evaluacion de la aplicacion de oleogeles como potenciales alternativas de las materias
grasas que se buscan reemplazar (Almeida y Bahia, 2006).

Como se ha mencionado previamente en esta tesis, las propiedades reoldgicas
macroscopicas de las redes estructurales que componen a las grasas son de extrema
importancia en los productos alimenticios que contienen cantidades significativas de grasas,
tales como mantecas, margarinas, chocolate, y otros productos para untar. Muchos de los
atributos sensoriales, como elasticidad, sensaciébn en la boca y textura, dependen
directamente de las propiedades reoldgicas. En este sentido, es importante recordar que la
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estructura de las redes cristalinas se compone de elementos nanoestructurales que
conforman a la vez la microestructura. La microestructura formada surge como resultado de
interacciones de diferentes tipos, en general, fuerzas no covalentes de tipo van der Waals,
puente hidrogeno, etc. (Narine y Marangoni, 2002).

En base a estas consideraciones, el objetivo del trabajo presentado en este capitulo
fue estudiar la estabilidad fisicoquimica de oleogeles formulados a partir de aceite de girasol
alto oleico y MG saturados, durante su almacenamiento a 5 °C durante un periodo de tiempo
(t) de 8 semanas. Teniendo en cuenta que para la elaboracion de las magdalenas el oleogel
obtenido bajo las condiciones de optimizaciéon 2 dio lugar a un producto con mejores
propiedades respecto del correspondiente a la optimizaciéon 1 (Capitulo 4), se seleccion6 este
oleogel para llevar a cabo el analisis de estabilidad. De este modo, se evaluaron las siguientes
caracteristicas fisicoquimicas: capacidad de retencién de aceite (OBC), propiedades de
textura, tales como dureza (DU), adhesividad (AD) y cohesividad (CO), mddulo elastico,
comportamiento térmico, color, indice de peréxidos (IP), microestructura y polimorfismo.

Cabe destacar que no existen trabajos en la literatura referidos a la estabilidad de
estos materiales en particular, por lo cual este estudio es innovador y aporta informacién util

y necesaria para evaluar la aplicabilidad de estas alternativas potenciales de materia grasa.

5.2 Metodologia

5.2.1 Materiales

Para la formulacién de oleogeles se utiliz6 aceite de girasol alto oleico (GAO) y
monoglicéridos (Myv-2), cuya composicion se encuentra descripta en las secciones 2.2.1y

2.2.2, respectivamente.
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5.2.2 Métodos

La preparacion de los oleogeles de aceite de GAO y MG se realiz6 acorde a la técnica
descripta en la seccién 2.3.3, bajo las condiciones de procesamiento correspondientes al
oleogel optimizado 2 (seccion 3.4.1). Para la evaluacién de las propiedades de los oleogeles
en el tiempo (evaluacién semanal, tiempo total= 8 semanas) se siguid la metodologia

descripta en las siguientes secciones.

5.2.2.1 Médulo elastico

La evaluacion del médulo elastico (G') durante el periodo de almacenamiento
estudiado se realiz6 mediante el modelo mateméatico planteado en la seccion 2.3.5.2 del

Capitulo 2, analizando los pardmetros log Go', mg y n.

5.2.2.2 Propiedades de textura

Las propiedades de textura de los oleogeles se midieron de acuerdo a la metodologia
descripta en la seccién 2.3.4.3. Se determinaron los parametros: dureza (DU), adhesividad

(AD) y cohesividad (CO).

5.2.2.3 Capacidad de retencidn de aceite

La capacidad de retencion de aceite (OBC) se midié siguiendo la metodologia

descripta en la seccion 2.3.4.1.

5.2.2.4 Comportamiento térmico

Le evolucion del comportamiento térmico de los oleogeles se realizé acorde a la
metodologia detallada en la seccion 2.3.4.5. A partir de los termogramas obtenidos para cada
tiempo analizado, se calcularon los parametros que caracterizan el comportamiento térmico
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de los oleogeles: la temperatura de inicio de fusion (T,), la temperatura de pico (Tp), Y el

cambio en la entalpia debido al proceso de fusion (AHw).

5.2.2.5 Microestructura

El andlisis de la microestructura se llevé a cabo siguiendo la metodologia descripta en
la seccion 2.3.4.4. Para cada muestra obtenida de forma independiente se tomaron cuatro
fotos. La longitud de los cristales (L¢) se determind para cada tiempo usando el software
Image Pro-Plus software 7.0 (National Institutes of Health, Estados Unidos). Para cada
imagen se tomaron al menos diez mediciones, sumando un total de 120 mediciones para
cada condicion. A partir de estos datos, la distribucién de tamafio de cristales se obtuvo a
partir de un histograma de frecuencias mediante la herramienta Histogramas del programa
Excel (Microsoft Office 2019). La longitud de cristales promedio fue reportada a través del
parametro Dsg, el cual se define como el tamafio de particula promedio debajo del cual se
ubica la mitad de la poblacion. La dispersion de la distribucién de tamafios fue reportada a
través del parAmetro Span, S, que se calcula como (Dgo-D10)/Dso, Siendo Dgg y D1o el tamafio
de particula debajo del cual se ubica el 90% y 10% de la poblacion, respectivamente (Palla y

col., 2019).

5.2.2.6 Polimorfismo

Con el objetivo de determinar las formas polimérficas presentes en los oleogeles, se
llevé a cabo la técnica de difraccion de rayos X luego del almacenamiento a 25y 5 °C durante
24 h. El andlisis y la interpretacion de los resultados se llevo a cabo siguiendo la metodologia
indicada en la seccién 2.3.4.6 (Capitulo 2). En este caso, los difractogramas de los oleogeles
fueron obtenidos en un Difractometro de rayos X Philips X’Pert 3040 MPD (PANalytical,
Holanda), con un detector PW3050/00 (6/2 - 8) operando con alcance de escaneo para 20

desde 3° hasta 30°, longitud de onda 1,55 A a temperatura ambiente. De los difractogramas

133 |



Capitulo 5: Estabilidad de oleogeles

obtenidos, se extrajo la informacion de la distancia entre los planos de la red cristalina (d, A)
para las sefales que se observaron con mayor intensidad. Las formas polimérficas de los

cristales fueron identificadas de acuerdo a la Tabla 2.4 (Capitulo 2) (Pomeranz, 1991).

5.2.2.7 Color

El color de los oleogeles fue medido acorde a la técnica descripta en la seccion 4.3.3.
Las mediciones de los parametros de color (L*, a*, b*) se realizaron en tres puntos distintos
correspondientes a la superficie del material, y se calcul6 la diferencia de color (AE*, Ec. 4.1)
entre los oleogeles evaluados el mismo dia de su preparacion, tiempo inicial (t= 0) , y aquellos

evaluados a distintos tiempos de almacenamiento.

5.2.2.8 Indice de peréxidos

Con el objetivo de evaluar la estabilidad oxidativa de los oleogeles, se midi6 el indice
de peroxidos (IP) mediante el Método Cd 8-53 (AOCS, 1997). De acuerdo a este método, la
muestra a analizar, disuelta en acido acético y cloroformo, se trata con solucién de yoduro
potasico y, por ultimo, se agrega una soluciéon indicadora de almidén. El yodo liberado se
valora con solucién valorada de tiosulfato sédico hasta el viraje del almidén. El IP permite
cuantificar el estado de oxidacién de un producto y se expresa en miliequivalentes de oxigeno

activo por kg de producto (meq Oz/kg).

5.2.2.9 Anélisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como el promedio + desviacion estandar. Las
determinaciones llevadas a cabo en este capitulo se realizaron por triplicado. Para determinar
diferencias debidas a las distintas formulaciones ensayadas, se us6 un analisis de la varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia del 5% usando el test de Fisher. Los analisis

estadisticos fueron realizados usando el programa InfoStat (Di Rienzo y col., 2011).

134 |



Capitulo 5: Estabilidad de oleogeles

5.3 Resultados

5.3.1 Médulo eléastico

En la Tabla 5.1 se presentan los valores de los pardmetros del modelo

correspondiente al modulo elastico (Ec. 2.3, Capitulo 2).

Tabla 5.1. ParAmetros correspondientes al modelo propuesto para describir el comportamiento del

médulo elastico (log Go', me, n) de los oleogeles almacenados durante 8 semanas a 5 °C.

Tiempo

(semanas) log Go Me :
0 4,560,032  0,044+0,001* 0,90+0,05¢
1 4,56+0,042 0,046+0,0012 0,82+0,01¢
2 4,570,022  0,046+0,001* 0,88+0,05¢<
3 4,53+0,002* 0,055+0,0022  0,88+0,05
4 4,55+0,022  0,053+0,0042 0,96+0,072°
5 4,38+0,06° 0,042+0,001° 0,91+0,012
6 4,43+0,02° 0,052+0,0012 0,95+0,032
7 4,34+0,02¢ 0,053+0,0042 0,96+0,012

8 4,38+0,03° 0,057+0,0052 0,88+0,02%°

Valores promedio + desviacion estandar representados con una letra en comun dentro de una columna
no son significativamente diferentes (p > 0,05).

El parametro log Go' no mostré diferencias significativas durante el primer mes de
almacenamiento, evidenciando una leve disminucion a partir de este punto. Sin embargo,
esta disminucién no continud, ya que no se observaron diferencias significativas en los
valores de log Go' durante el segundo mes de almacenamiento. La disminucion observada en
la semana 5 podria estar asociada a una disminucién en la fuerza de los enlaces que
mantienen la microestructura de la red cristalina a través del tiempo (Doan y col., 2015),
aunque es importante resaltar que desde t=0 hasta t=8 semanas, la variacion en log Go' fue
muy leve (~4 %). Por otro lado, los parametros que definen la estabilidad de la estructura,
Mg, Y N, si bien mostraron algunos cambios significativos a lo largo del tiempo de

almacenamiento estudiado, en conjunto estos cambios no significaron cambios importantes
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en log G'. Estos resultados permiten asegurar la estabilidad en el caracter elastico de los

oleogeles durante el periodo de almacenamiento estudiado.

5.3.2 Propiedades de textura

Como puede verse en la Figura 5.1, luego de 8 semanas de almacenamiento la dureza
de los oleogeles disminuy6 significativamente desde un valor de 1,58+0,03 N a 0,83+0,02 N,
sin mostrar cambios significativos en los valores de DU durante las primeras 3 semanas de

almacenamiento.
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Figura 5.1. Dureza (DU) de los oleogeles a lo largo del tiempo durante un periodo de almacenamiento
de 8 semanas a 5 °C. Valores promedio representados con una letra en comin no son

significativamente diferentes (p > 0,05).

Como ya se ha mencionado, la estabilizacién de la estructura de un oleogel estéd dada
mediante enlaces no covalentes, como por ejemplo, enlaces de puente hidrégeno,
interacciones Van der Waals, entre otras (Co y Marangoni, 2012). Teniendo en cuenta esto y
los resultados mostrados en la Figura 5.1, se podria pensar que los enlaces entre estructuras
cristalinas de diferente nivel podrian haber comenzado a sufrir cambios significativos luego
de t= 3 semanas, originando una disminucion en la fuerza total que mantiene la estructura de

la red que compone a los oleogeles, y como resultado, la evolucién hacia una red cristalina
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mas débil. Ogiitci y Yilmaz (2014) reportaron resultados similares al analizar la dureza de
oleogeles compuestos por MG y aceite de oliva almacenados durante 90 dias a4y 20 °C.

Los resultados del ensayo de perfil de textura proporcionan una interpretacion
diferente acerca de la consistencia macroscopica de la red de oleogel en comparacién con lo
informado previamente por el andlisis de reologia. Como pudo observarse, el caracter elastico
de los oleogeles disminuyd levemente durante el periodo de almacenamiento analizado,
mientras que la dureza decrecio aproximadamente un 50 %. Los estudios mecénicos de alta
deformacién (ensayos de perfil de textura) proporcionan informacién sobre todos los niveles
de estructura que conforman la red, mientras que las mediciones de reologia a bajos niveles
de deformacion se relacionan principalmente con el nivel microestructural, por lo que solo los
enlaces entre las microestructuras se verian afectados cuando la red se somete a un esfuerzo
de este tipo (Narine y Marangoni, 1999).

En cuanto a la adhesividad (AD) (Figura 5.2), no se observaron cambios significativos
en este parametro de textura, excepto en t=3 y t=4 semanas, en los cuales la AD mostro
valores significativamente mayores. Este incremento podria estar parcialmente asociado a la
disminuciéon en la capacidad de retencién de aceite (efecto que, a mayor tiempo de
almacenamiento, podria verse contrarrestado por otros factores no percibidos, que causarian
la disminucién del valor de AD hacia su valor inicial aunque OBC haya disminuido).

Respecto a la cohesividad, este parametro de textura se increment6 con el tiempo de
almacenamiento. La cohesividad esta relacionada con la fuerza de los enlaces internos que
componen los oleogeles, y por lo tanto caracteriza la integridad global del producto. A partir
de un andlisis de Al y A3 (a partir de los cuales se define la CO, seccién 2.3.4.3), se pudo
observar que Al disminuy0 significativamente desde t=0 hasta t=8 semanas, mientras que
A3 no cambié significativamente, variando desde 8,20+0,26 hasta 5,38+0,35 N.s, y desde
2,85+0,22 hasta 2,89+0,13 N.s, Al y A3, respectivamente. Como consecuencia, la
cohesividad (A3 / A1) aumenté a medida Al disminuyé. Por lo tanto, se puede asegurar que

esto tiene relacidn con los resultados encontrados para DU, lo que también concuerda con la
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alta correlaciéon existente entre estos dos atributos reportada por por Glibowski y col. (2008)

en su estudio sobre las propiedades reoldgicas y de textura de mantecas y margarinas.
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4 a a
e TNES 3 . 05
b LI B
w 31, b b b
z 15 A < ml A1 Al 04 8
[ 4 o
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< 2 d d
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1
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Figura 5.2. Adhesividad (AD) y cohesividad (CO) de los oleogeles a lo largo del tiempo durante un
periodo de almacenamiento de 8 semanas a 5 °C. Para cada propiedad, valores promedio

representados con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

5.3.3 Capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencion de aceite (OBC) de los oleogeles es una de las propiedades
gue define su estabilidad. Dado que estos materiales se proponen como alternativas a las
materias grasas semisolidas altas en grasas saturadas y/o conteniendo trans, deben tener
una funcionalidad similar, con una estructura sélida que imparta elasticidad e impida la
migracion de aceite a través de la matriz alimentaria (Co y Marangoni, 2012).

En la Figura 5.3 se muestran los resultados de OBC obtenidos durante el periodo de
tiempo analizado. Como puede verse, los valores de OBC de los oleogeles almacenados
durante las primeras 3 semanas no mostraron diferencias significativas (valor promedio 90,5
%), evidenciando que los oleogeles presentaron una estructura de red estable que impide la
migracion de aceite en el tiempo. A partir de la cuarta semana de almacenamiento evaluada
se observé una leve disminucion (~3%) en este parametro, manteniéndose en un valor

promedio de 88,2 %. Estos resultados concuerdan parcialmente con los encontrados para la
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dureza de los oleogeles: luego del primer mes de almacenamiento (t= 4 semanas), una
posible disminucion en la fuerza de los enlaces que mantienen la red cristalina (en distintos
niveles estructurales) podria ser la causante de una menor estabilidad de la estructura
conduciendo a una mayor migracion de aceite.

Teniendo en cuenta que los valores iniciales de OBC fueron altos (~ 90 %) y no se
presentaron diferencias durante las primeras tres semanas de almacenamiento, Yy
considerando que este parametro es uno de los factores clave que determina la efectividad
de una nueva formulacion de un sustituto graso (Doan y col., 2016), puede decirse que los
oleogeles formulados con MG y aceite de girasol alto oleico y almacenados hasta un periodo
de tiempo de 3 semanas se presentan como alternativas prometedoras a la materia grasa

convencional utilizada en la industria alimentaria.
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Figura 5.3. Capacidad de retencion de aceite (OBC, %p/p) de oleogeles almacenados durante un
periodo de tiempo de 8 semanas a 5 °C. Valores promedio representados con una letra en comuin no

son significativamente diferentes (p > 0,05).

5.3.4 Comportamiento térmico

El comportamiento térmico de los oleogeles almacenados a distintos tiempos se
muestra en la Figura 5.4. Como puede observarse, se detect6 sélo un pico, correspondiente

a la temperatura de fusién de los monoglicéridos.
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Figura 5.4. Evolucién del comportamiento térmico de los oleogeles en un periodo de tiempo de

almacenamiento de 8 semanas (t= semanas) a 5 °C.

A partir de la Tabla 5.2 puede verse que no se observaron diferencias significativas
en ninguno de los pardmetros que caracterizan el comportamiento térmico de los oleogeles
(To, Tpk, Y AHV). De esta manera, se puede inferir que la cantidad de material cristalizado no
se modifico durante el tiempo de almacenamiento. Resultados similares han sido reportados
previamente por Qjijo y col. (2004) en un estudio de estabilidad de oleogeles de MG y aceite

de oliva durante un periodo de almacenamiento de 8 semanas a 25 °C.

Tabla 5.2. Parametros de comportamiento térmico (AH, Ti, Tpi) de los oleogeles almacenados durante

un periodo de tiempo de 8 semanas a 5 °C.

Tiempo

somanas)  AHO)  T(0) Tu(O)
0 9,69+0,272 54,68+0,95% 60,42+1,232
1 10,42+0,842 55,60+0,212 60,90+0,882
2 10,27+0,462 54,25+1,20% 61,530,422
3 9,59+0,272  52,94+0,82% 61,29+0,152
4 10,65+0,972 52,99+0,21* 61,59+0,762
5 10,30+1,322 54,38+0,482 62,38+0,102
6 10,32+1,492 55,09+2,05% 60,87+2,182
7 10,45+1,192 54,18+0,592 61,96+0,702
8 9,97+0,082 54,35+0,99% 61,56+0,422

Valores promedio representados con una letra en comun

significativamente diferentes (p > 0,05).

dentro de una columna no son
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5.3.5 Microestructura

Las imagenes de la microestructura de los oleogeles almacenados durante un periodo
de tiempo de 8 semanas puede verse en la Figura 5.5, mientras que en la Figura 5.6 se
muestra la distribucion del tamafo de cristales (especificamente en la longitud de cristales,
Lc). Como puede observarse, los cristales de monoglicéridos se identifican en forma de aguja,
constituyendo microestructuras con heterogeneidad en el tamafio de los cristales,
evidenciado por el grado de polidispersién mostrado en L. en las distribuciones de tamafio de

cristales a cada tiempo de almacenamiento analizado.

Figura 5.5. Microestructura de oleogeles de monoglicéridos y aceite de girasol alto oleico durante el

almacenamiento en un periodo de 8 semanas (t= semanas) a 5 °C. La barra corresponde a 100 pm.
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Figura 5.6. Distribucion de tamafio de los cristales de monoglicéridos que componen la estructura de
los oleogeles almacenados en distintos tiempos (t, semanas) a 5 °C, en base a la longitud de cristal

(Lc). Los valores indicados en rojo corresponden a la mediana (M) y el span (S) de cada poblacion.

Durante el periodo de almacenamiento analizado, L. disminuy6 desde 31,6 um (t=0) hasta
18,4 um (t=8 semanas), lo que evidencié una disminucion en el tamafio de cristales de ~40%;
sin embargo, se observaron algunas variaciones a este comportamiento durante el periodo
de tiempo estudiado. En su estudio de oleogeles a base de ceras de girasol, Blake y
Marangoni (2015) reportaron la influencia de la longitud de cristales que conforman la red
cristalina en la migracion de aceite a través de dicha red. Estos autores concluyeron que al
disminuir Lc, aumenta OBC como consecuencia del incremento del area superficial disponible
para atrapar mayor cantidad de aceite. Esta relacion no se verificd en la evaluacion del efecto

del almacenamiento de los oleogeles reportada en este capitulo. Por otro lado, la disminucion
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en L¢ no se reflejo en el aumento esperado para la dureza. Probablemente, el debilitamiento
de los enlaces que mantienen los elementos microestructurales unidos, evidenciado por la

disminucion en la dureza, estaria dado por cambios en las interacciones a otro nivel

estructural de la red cristalina.

5.3.6 Polimorfismo

Con el propésito de observar los cambios que podrian ocurrir en la estructura cristalina
de los oleogeles como consecuencia del tiempo de almacenamiento, se utilizé la técnica de
difraccién de rayos X (seccion 2.3.4.6). Un difractograma tipico de las estructuras cristalinas

correspondiente a estos oleogeles se muestra en la Figura 5.7.
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Figura 5.7. Difractogramas correspondientes a oleogeles de monoglicéridos y aceite de girasol alto
oleico almacenados durante su almacenamiento (t= semanas) a 5 °C. Las flechas indican los picos
caracteristicos de los monoglicéridos.

Como puede verse, se detectaron cuatro picos caracteristicos, correspondientes a los
monoglicéridos en su estado cristalino (Da Pieve y col., 2011, Goldstein y col., 2012). A partir

del andlisis de los difractogramas obtenidos, puede verificarse la presencia de cuatro picos,
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en el rango 26= 25,0-23,8-22,8-20,4° correspondientes a d= 3,6-3,8-3.9-4,3 A, caracteristicos
de la forma polimorfica B', no detectandose las formas a (26= 21,4°, d=4,15 A) ni B (26= 19,3°,
d=4,60 A) (Szydtowska-Czerniak y col., 2005). Ademas, no se observaron cambios en la
morfologia de la red cristalina, verificando de esta manera la estabilidad en la estructura de
los oleogeles. Resultados similares fueron encontrados por Ferro y col. (2019) en su estudio
de aceite de girasol estructurado con 5 %p/p de monoestearato de glicerol. La presencia de
esta forma cristalina proporciona a las materias grasas la funcionalidad deseada para ser
incorporadas en alimentos, especialmente en productos aireados donde se requiere de una
textura esponjosa y homogénea (Ferro y col., 2019). De este modo, la forma B' presente en
los oleogeles de MG permite obtener una estructura similar a la de margarinas y productos
para untar, lo que incrementa el potencial que presentan los oleogeles como sustitutos

efectivos de dichos productos grasos.

5.3.7 Color

Generalmente, el color de los oleogeles depende en gran medida del aceite utilizado
en su formulacion (Yilmaz y Ogiitcti, 2014). En la Tabla 5.3 se observa la evolucion en el color
de los oleogeles durante las 8 semanas de almacenamiento, expresado a través de los
parametros L*, a* y b* de acuerdo a la escala CIELAB y de la diferencia de color respecto al
estado inicial, AE.

Con respecto a la luminosidad (L*), se observé una disminucion en este parametro de
color a partir de la cuarta semana de almacenamiento. Este cambio podria estar relacionado
con el incremento observado en el indice de peroxidos desde t=0 hasta t=8 semanas (seccion
5.3.8). Como se mencion6 previamente, la oxidacion lipidica produce deterioro del material
pudiendo alterar el color del mismo, entre otras caracteristicas organolépticas. El valor de a*
no mostrd diferencias significativas en las primeras semanas, incrementandose

significativamente en su valor negativo a partir de t= 6 semanas; en cambio, b* aumenté
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desde el valor inicial hasta un valor maximo en t= 5 semanas, disminuyendo levemente a

partir de esta semana hasta alcanzar un valor similar al correspondiente al oleogel inicial.

Tabla 5.3. Parametros de color (L*, a*, b* y AE) de los oleogeles analizados durante el almacenamiento
de oleogeles a 5 °C.

Tiempo

(semanas) L* a b AE
0 45,610,32 -4,0+0,0P 3,0+0,1¢ 0,00
1 45,8+0,32 -3,9+0,0° 2,9+0,0¢ 0,48
2 45,8+0,52 -4,0+0,0° 3,0£0,1¢ 0,40
3 46,0+0,12 -4,0+0,1° 3,6+0,1° 0,52
4 44,4+0,0° -4,1+0,1° 3,4+0,1¢ 1,19
5 43,8+0,2b¢ -4,00,0° 3,940,182 1,87
6 43,6%0,2¢ -4,4%0,02 3,0+0,0¢ 2,05
7 43,7+0,6b¢ -4,3+0,12 2,6%0,2¢ 2,03
8 43,5%0,4¢ -4,30,02 2,9+0,1¢ 2,15

Valores promedio representados con una letra en comdn dentro de una columna no son
significativamente diferentes (p > 0,05).

Si bien se observaron cambios significativos en los parametros de color de los
oleogeles durante el tiempo de almacenamiento respecto del color inicial, estos cambios no

serian perceptibles al ojo humano (AE < 3) (Francis y Clydesdale, 1975).

5.3.8 indice de peroxidos

La estabilidad oxidativa de los oleogeles formulados se evalu6 mediante la medicion
del indice de peroxidos (IP). El aceite de girasol alto oleico es considerado una fuente de
lipidos de alta calidad para obtener oleogeles para aplicaciones en alimentos debido a su
gran estabilidad oxidativa (Chaves y col., 2018).

Como puede verse en la Tabla 5.4, todos los oleogeles mostraron valores muy
inferiores al limite maximo permitido para la comercializacion de aceites y grasas refinadas
(10 meqg O2/kg) (Articulo 528. Cadigo Alimentario Argentino, 2012). Se observé un incremento

desde 0,25+0,01 meq O2/kg en t=0 hasta 0,32+0,04 meq O-/kg en t=8 semanas. Esto indicaria
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gue las caracteristicas estructurales de los oleogeles no favorecerian la promocién de las
primeras etapas de las reacciones de oxidacion. Debido a que la velocidad de formacion de
peréxidos depende de la disponibilidad de oxigeno en el sistema, la presencia de una red
cristalina de monoglicéridos que estructura el aceite representaria un obstaculo para el
ingreso del oxigeno en los sitios de reaccion (Da Pieve y col., 2011). Resultados similares
han sido reportados previamente por Yimaz y Ogiitcii (2014) en su estudio sobre el
almacenamiento de oleogeles a base de aceite de avellanas, monoglicéridos y ceras de abeja
durante 3 semanas a temperaturas de 5y 20 °C. Ademas, se encontré un incremento en el
IP del aceite de girasol de alto oleico de 37%, en comparacién con un aumento de 28%
observado en los oleogeles, lo que indicaria que la estructuracion de este aceite con

monoglicéridos favoreceria su estabilidad oxidativa.

Tabla 5.4. indice de peroxidos (IP) de los oleogeles analizados durante su alimacenamiento a 5 °C.

Tiempo 0 1 > 3 4
(semanas)

P 0,25+0,01°* 0,24+0,01* 0,25+0,00° 0,25+0,02> 0,27+0,012
(meqO2/kg)
Tiempo
(semanas) 9 8 U .

P 0,2740,01% 0,27+0,023 0,29+0,012 0,32+0,04
(meqO2/kg)

Valores promedio representados con una letra en comun no son significativamente diferentes (p> 0,05).

5.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron demostrar una gran estabilidad en los oleogeles
formulados durante las primeras tres semanas de almacenamiento, sin mostrar diferencias
significativas en sus principales caracteristicas fisicoquimicas: capacidad de retencién de
aceite, dureza, elasticidad y color. Ademas, todos los oleogeles presentaron alta estabilidad
oxidativa al mostrar valores muy bajos del indice de peréxidos. De esta manera, se podria
asegurar la potencial aplicacion de los oleogeles obtenidos en formulaciones alimenticias con

la finalidad de lograr productos con un perfil nutricional mejorado. Sin embargo, se reconoce
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la necesidad de realizar estudios posteriores respecto al comportamiento de los oleogeles
dentro de la matriz alimenticia de aplicacion, con el objetivo de analizar las interacciones de
estos materiales con el resto de los ingredientes atendiendo al andlisis de la estabilidad del
producto final.

Al analizar en conjunto los resultados obtenidos en el total de tiempo de
almacenamiento evaluado, puede decirse que de todos los parametros analizados la dureza
fue aquel que resulté mas afectado, reduciéndose a la mitad desde su valor inicial hasta el
alcanzado luego de 8 semanas de almacenamiento a 5 °C, y sin mostrar la correlacion
esperada con la variacion en la distribucion del tamafio de cristales. Tanto el médulo elastico
como la capacidad de retencion de aceite disminuyeron levemente, mientras que el
comportamiento térmico no se modificé. Si bien se observaron cambios en el tamafio de los
cristales, lo cual podria indicar cambios en el polimorfismo de estos materiales, esto no se
alcanz6 a detectar en el analisis correspondiente, verificando de esta manera la estabilidad
en la estructura de los oleogeles. Se confirmé la presencia de la forma ', siendo éste el
caracter polimorfico deseado en potenciales sustitutos grasos, que requieren propiedades

elasticas y plasticas que permitan reemplazar la funcionalidad de margarinas.
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APLICACION DE Capitulo
ULTRASONIDO
EN LA OBTENCION
DE OLEOGELES

6.1 Introduccion

Como se menciond anteriormente (seccion 1.2.2.1, Capitulo 1), la aplicacién de US
en diferentes etapas del procesamiento de alimentos presenta gran potencial por ser
considerada una técnica mas sustentable y beneficiosa respecto a los procesos
convencionales, debido a que implica la reduccion del consumo de energia y tiempo de
procesamiento, y la mejora de la calidad del producto (Gallo y col., 2018). En los ultimos afios,
se ha investigado la aplicaciébn de US como tratamiento complementario para favorecer
procesos tipicos de la industria de alimentos, como la filtracion, la deshidratacién, la
extraccion, el mezclado y la congelacion. Otros ejemplos de su aplicacion industrial son la
homogeneizacion y pasteurizacion de leche, la desgasificacion durante distintas etapas de
procesamiento, la inactivacién enzimatica, y la pasteurizacion de jugos de frutas o vegetales,
entre otros (Majid y col., 2015).

Como ya se ha establecido y fundamentado a lo largo de esta tesis, las caracteristicas
fisicas y estructurales de los oleogeles, considerados sustitutos o alternativas saludables de
las grasas saturadas y trans, quedan definidas tanto por su composiciéon quimica como por
las condiciones térmicas y mecénicas establecidas durante su procesamiento. Dado que
durante el proceso de cristalizaciéon de lipidos se generan cambios en su estructura interna,
morfologia y ordenamiento molecular, la aplicacion de US puede modificar este proceso,
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alterando el crecimiento de cristales, promoviendo la formacion de cristales mas pequefios, y
por ende, modificando las caracteristicas texturales de este tipo de productos (Yey col., 2011,
Jana y Martini, 2014; Rincén-Cardona y col., 2015). La aplicacién de ultrasonido de alta
intensidad con el fin de modificar la cristalizacion (sonocristalizacion) de lipidos ha sido
ampliamente estudiada (Higaki y col., 2001; Martini y col., 2008). En general, los resultados
de estos trabajos demuestran que el uso de US induce la formacion de cristales pequefios y
promueve la generacion de formas polimoérficas estables, disminuyendo el tiempo de
induccién necesario para la cristalizacion y generando estructuras con mayor dureza y
elasticidad. La mejora en las propiedades funcionales de sistemas grasos lograda por la
aplicacién de US se relaciona con la formacion de una red cristalina fuerte con alta capacidad
de retencién de aceite (Ye y col., 2011; Maruyama y col., 2016). La eficiencia del proceso de
sonocristalizacion de los lipidos depende de las condiciones empleadas durante el mismo:
temperatura, potencia y duracién de sonicacion, entre otras (Wagh y col., 2016). Hasta el
momento, existen pocos trabajos, y de reciente publicacion, sobre la aplicacion de US en
oleogeles (Jana y Martini, 2014; Sharifi y col., 2018; da Silva y col., 2019). Estos estudios
demuestran que el uso de esta técnica de procesamiento resulta ser eficaz para modificar las
propiedades finales de los oleogeles dando lugar a materiales con potencial aplicacion como
sustitutos de las materias grasas que se buscan reemplazar.

Si bien varios trabajos, incluyendo esta tesis, han estudiado el efecto de la velocidad
de enfriamiento y la concentracion de agente estructurante en oleogeles almacenados a
distintas temperaturas, no se han encontrado hasta el momento estudios de investigacion
publicados sobre el efecto combinado de la concentracion de MG, la velocidad de
enfriamiento, la temperatura de almacenamiento, y la aplicacion de ultrasonido de alta
intensidad, en la produccién de oleogeles de MG y aceite de GAO. Por ello, el objetivo de
este capitulo es estudiar el efecto de emplear una baja velocidad de enfriamiento en
comparacion con una rapida, en combinacion con la aplicacion de US a diferentes
concentraciones de monoglicéridos, comparando las propiedades de los oleogeles obtenidos
a dos temperaturas de almacenamiento distintas. Esto se hizo con el fin de ampliar el rango
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de propiedades fisicas que se pueden lograr en estos oleogeles y evaluar, al mismo tiempo,
la posibilidad de disminuir la cantidad de monoglicéridos usados en la formulacion a fin de
mejorar aun mas el perfil nutricional de estos sustitutos de grasa. En primer lugar, se evalué
la aplicacion de ultrasonido mediante un método de preparacioén inicial, que posteriormente
fue modificado con el objetivo de evaluar una metodologia alternativa que permitiese obtener

oleogeles con propiedades fisicoquimicas mejoradas respecto a las logradas inicialmente.

6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Materiales

Como fuente de aceite vegetal se utilizO aceite de girasol alto oleico, marca
Spectrum®. Este fue comprado en un supermercado local en Logan (Utah, Estados Unidos) y
su composicion en acidos grasos, obtenida mediante analisis por cromatografia gas-liquido
(CGL, seccion 2.3.1), resulté en: acidos grasos saturados (C16:0=4,03+0,03%,
C18:0=2,2+0,0%, C20:0=0,2+0,0%, C22:0=0,7+0,0%, C24:0=0,3+0,0%), &cidos grasos
monoinsaturados (C16:1=0,1+0,0%, C18:1=83,94+0,07%, C20:1=0,3+0,0%) y acidos grasos
poliinsaturados (C18:2=7,98+0,02%). Como agente estructurante se utilizé la mezcla
comercial de monoglicéridos saturados referida en los capitulos anteriores, Myverol 18-04 K

SG (Kerry, Irlanda).

6.2.2 Métodos

6.2.2.1 Preparacion de oleogeles mediante aplicacion de ultrasonido

El aceite de girasol alto oleico se mezcld con los monoglicéridos de manera de obtener
distintas concentraciones de agente estructurante en la formulacion: 3 (OG3), 4,5 (0G4,5) y

6 (OG6) %p/p. Estas concentraciones fueron seleccionadas de acuerdo a un analisis previo
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(seccion 3.4) en el cual se encontré que la minima concentracién de MG requerida para
estructurar el aceite GAO fue de 2 %p/p, mientras que la concentracion Optima de MG
necesaria para lograr propiedades reolégicas y de textura similares a las de una margarina
comercial fue de 6 %p/p. Debido a que, como se indicé previamente, los monoglicéridos
utilizados estdn compuestos principalmente por acidos grasos saturados, el objetivo de
testear diferentes concentraciones fue minimizar la cantidad de 4cidos grasos saturados en
la formulacion de oleogeles.

Las mezclas fueron fundidas en un microondas y luego mantenidas a 80 °C en un
horno durante 30 min para eliminar su historia térmica (Figura 6.1). Luego, la mezcla caliente
se colocé en una celda de cristalizacién conectada a un bafio de agua externo con control de
temperatura. Se utilizé agitaciéon magnética (200 rpm) con el fin de aumentar la transferencia
de calor entre la muestra y el bafio de agua y homogeneizar la temperatura en la totalidad de
la mezcla. Las muestras fueron enfriadas desde 80 hasta 25 °C usando dos velocidades de
enfriamiento diferentes, 0,1 °C/min y 10 °C/min, para representar baja y alta velocidad,
respectivamente. Estos valores fueron seleccionados de acuerdo a estudios previos (Herrera
y Hartel, 2000; Toro-Vazquez y col., 2007; Wiking y col., 2009; Blake y Marangoni, 2015). La
velocidad de enfriamiento baja (0,1 °C/min) fue lograda usando un bafio de agua programable
(Lauda Ecoline Staredition RE310, Estados Unidos). La velocidad alta (10 °C/min), medida
previamente, fue alcanzada colocando las muestras fundidas en la celda de cristalizacion
conectada a un bafio de agua (VWR, modelo 1160S, Buffalo Grove, Estados Unidos) pre-

seteado a la temperatura de enfriamiento (25 °C).

154 |



Capitulo 6: Aplicacién de ultrasonido en la obtencidon de oleogeles

P o 0,1 °C/min
Horno: T=80°C roceso de —[ .
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Figura 6.1. Procedimiento experimental para la preparacion de oleogeles de monoglicéridos (MG) y

aceite de girasol alto oleico (GAQ) con aplicacién de ultrasonido de alta intensidad.
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Estudios reportados previamente en la literatura han mostrado que las ondas
ultrasdnicas resultan mas efectivas en la induccion de la cristalizacion cuando la agitacion es
detenida en el comienzo del proceso de cristalizacion (Suzuki y col., 2010; Ye y col., 2011).
Por ello, para ambas velocidades de enfriamiento, en el momento en que los primeros
cristales fueron visualmente observados, y confirmada su presencia por microscopia (Martini
y col., 2008), la agitacion se detuvo y se realizd la aplicacion de US. Las temperaturas
correspondientes al tiempo en el cual se detectaron los primeros cristales se muestran en la

Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Temperaturas correspondientes a la deteccion de los primeros cristales durante el
enfriamiento de muestras con diferente concentraciéon de monoglicéridos (OG3, OG4,5, y OG6) a las

velocidades de enfriamiento empleadas (0,1 y 10 °C/min).

0,1 °C/min 10 °C/min
Temperatura (°C)

OG3 49,5+0,6 50,4+1,9

0G4,5 54,5+0,8 70,9+0,9

OG6 56,8+1,0 73,0+0,6

Luego de detener la agitacion y aplicar US, las muestras fueron enfriadas
estaticamente hasta 25 °C. De manera similar, las muestras control (procesadas sin el uso
de ultrasonido) fueron enfriadas bajo agitacion hasta que se detectaron los primeros cristales
y luego enfriadas estaticamente como se menciond anteriormente.

Para la aplicacion de US se utilizé un equipo de ultrasonido Misonix S-3000 (Misonix
Inc., Estados Unidos) operando a una frecuencia de 20 kHz. Las condiciones de sonicacion
fueron definidas luego de ensayos preliminares, modificando una variable a la vez, donde se
evaluaron distintos niveles de potencia (45, 96 W), duracién de sonicacion (5, 10, 30 s),
tamafio de la punta ultrasonica (didmetro: 3,2 vs. 12,7 mm) y modo de operacion (continuo
vS. pulsos, evaluando 1, 2 y 3 pulsos) de acuerdo a estudios reportados previamente en
literatura (Yey col., 2011). En cada ensayo se trabajé aproximadamente con 100 g de mezcla.

De acuerdo a los resultados obtenidos en estos ensayos preliminares, se continué trabajando
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con la condicion de operacién que permitié obtener mejoras en las propiedades respecto a
las muestras no sonicadas. Asi, las condiciones seleccionadas fueron: la aplicacion de US
durante 30 s en 3 pulsos: 10 s ON/5 s OFF, lo que resulté en un nivel de potencia de 96 W,
utilizando una punta ultrasénica de 3,2 mm de diametro (amplitud de vibracion: 216 um), la
cual se posicioné en el centro de la celda de cristalizacion.

En resumen, se procedi6é segln un disefio experimental completo donde se tuvieron
en cuenta las siguientes variables y niveles: concentracién de MG (3, 4,5, y 6 %p/p), velocidad
de enfriamiento (0,1 y 10 °C/min), y aplicaciéon de US (sin US vs. con US). Todas las muestras
fueron preparadas por triplicado. Ademas, se evaluo el efecto del tiempo (inicial y final) sobre
las muestras. El tiempo inicial (t=0 h) se defini6 como aquel en el cual las muestras alcanzaron
la temperatura de 25 °C. A t=0 h, se llevaron a cabo ensayos de reologia, comportamiento
térmico, evaluacion de la microestructura y contenido de solidos. Este tiempo fue
seleccionado con el objetivo de evaluar la posibilidad de aplicar los materiales obtenidos en
una matriz alimenticia inmediatamente luego de su preparacion y asi explorar nuevas
aplicaciones. Luego, las muestras contenidas en la celda de cristalizacién donde se formaron
fueron almacenadas en una incubadora a 25 °C durante 24 h (tiempo final), el cual representa
un tiempo de templado estdndar usado en la industria de produccién de shortenings. Ademas
de las técnicas mencionadas anteriormente (para las muestras correspondientes al tiempo
inicial), en el tiempo final también se evaluaron propiedades de textura y la capacidad de

retencion de aceite de las muestras.

6.2.2.2 Propiedades de oleogeles

6.2.2.2.1 Capacidad de retencion de aceite

La capacidad de retencién de aceite se determin6 acorde a la metodologia descripta
previamente (seccidén 2.3.4.1, Capitulo 2). Aproximadamente 1 g de oleogel se transfirid

desde la celda de cristalizacibn a cada eppendorf. Para la centrifugacion se usé una
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microcentrifuga (Sorval Legend Micro 17, Thermo Scientific, Estados Unidos) a la

temperatura de almacenamiento correspondiente.

6.2.2.2.2 Propiedades viscoeléasticas

Las propiedades viscoelasticas se midieron en un reémetro TA Instruments (modelo
AR-G2, Estados Unidos), el cual opera con el software Rheology Advantage Instrument
Control (TA Instruments, Estados Unidos) usando aire como gas de purga a 30 psi. Se tomd
una porcién de muestra de oleogel desde la celda de cristalizacion siguiendo la metodologia
previamente indicada (seccion 2.3.4.2, Capitulo 2), sin usar papel de lija sobre la geometria.
Se realizaron ensayos de barrido de deformacion (8 x10* - 10 %) a una frecuencia angular
constante (6,28 rad/s). Las determinaciones se llevaron a cabo a 25 °C usando geometria de
platos paralelos (40 mm diametro, 1000 um gap) (Kadamne y col., 2017a) y se obtuvieron los

mddulos elastico (G") y viscoso (G").

6.2.2.2.3 Comportamiento térmico durante el proceso de calentamiento

El comportamiento térmico de los oleogeles fue medido usando un calorimetro diferencial de
barrido (TA Instruments, modelo Q20 1963 con sistema de enfriamiento RCS, Estados
Unidos), siguiendo la metodologia detallada en la seccién 2.3.4.5. A partir de cada
termograma obtenido se determiné la temperatura de inicio de fusion (T,), la temperatura de

pico (Tyi) y el cambio en la entalpia debido al proceso de fusion (AHw).

6.2.2.2.4 Contenido de soélidos

Para medir el contenido de sélidos (SFC, por sus siglas en inglés — solid fat content)
de los oleogeles se usé un equipo de Resonancia magnética nuclear (p-NMR) (modelo Bruker
mq 20 Minispec) con un campo magnético 0,47-T operando a una frecuencia de resonancia

de 20 MHz. Las muestras fueron tomadas de la celda de cristalizacion y colocadas en tubos
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NMR (180 x 10 mm) que luego fueron directamente introducidos en el equipo para realizar la

medicion (Rincén-Cardona y col., 2015).

6.2.2.2.5 Analisis del perfil de textura

Para medir las propiedades mecanicas de los oleogeles se utiliz6 un analizador de
textura TMS-Pro (Food Technology Corporation, Sterling, VA) equipado con una celda de
carga de 50 N y una sonda cilindrica de 6 mm de diametro. La medicién de textura solo se
llevé a cabo luego del almacenamiento a 25 °C durante 24 h; no se realiz6 a tiempo inicial
debido a que algunas muestras presentaron una consistencia excesivamente blanda. El
analisis se realiz6é siguiendo la metodologia descripta anteriormente (seccién 2.2.4.3) con
algunas modificaciones: se llevaron a cabo dos ciclos de penetracion de la muestra contenida
en la celda de cristalizacion (50 mm didmetro, 90 mm altura) a una profundidad de 20 mm

con velocidad de 1 mm/s.

6.2.2.2.6 Microestructura

La microestructura de los oleogeles formulados fue evaluada a t=0 y t=24 h. Para ello,
se coloc6 una pequefia cantidad de muestra sobre un portaobjeto y se colocd encima un
cubreobjeto. El analisis se llevo a cabo con un objetivo 10X en un microscopio Optico de luz
polarizada (Olympus BX 41, Tokyo, Japdn) equipado con una camara digital (Lumenera
Scientific, Infinity 2, Ottawa, Ontario, Canada). Para cada muestra obtenida de forma
independiente se tomaron cuatro fotos. La longitud de los cristales se determind acorde a la

metodologia detallada en la seccion 5.2.2.5 (Capitulo 5).

6.2.2.3 Analisis estadistico

Los datos se reportaron como valores promedios + desviacibn estandar de
experimentos independientes realizados por triplicado. Para encontrar diferencias
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estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos se utilizo el test de ANOVA de
dos factores, seguido por el test de Tukey como método de comparacion de medias. Se utilizé
un nivel de significancia del 5%. El andlisis estadistico se llevé a cabo usando el software

GraphPad Prism 8.0 (Prism; GraphPad Software Inc., Estados Unidos).

6.3 Resultados

6.3.1 Capacidad de retencién de aceite

La Figura 6.2 muestra la capacidad de retencion de aceite (OBC) de los oleogeles

luego del almacenamiento a 25 °C durante 24 h.
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Figura 6.2. Capacidad de retencién de aceite (OBC, %p/p) de oleogeles almacenados durante 24 h
como funcién de la concentracién de monoglicéridos (MG (%p/p)) y la velocidad de enfriamiento: (A)
sin ultrasonido de alta intensidad (sin US) y (B) con US. Los valores de OBC se representan mediante
el valor promedio y desvio estandar. Letras minUsculas diferentes para una misma condicion de
sonicacion (sin US o con US) indican diferencias significativas entre muestras procesadas a distinta
velocidad de enfriamiento y concentracion de MG (p < 0,05). Letras mayusculas diferentes para una
misma concentracion de MG indican diferencias significativas entre muestras procesadas sin US y con

US y a distinta velocidad de enfriamiento (p < 0,05).

La velocidad de enfriamiento tuvo un efecto significativo en esta propiedad. Para la

misma concentracion de monoglicéridos, OBC aument6 cuando las muestras fueron
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obtenidas a la velocidad de enfriamiento mas alta, tanto para las muestras sonicadas como
para las no sonicadas. OBC también se modifico al cambiar la concentracion de MG. Para
las muestras procesadas sin US, OBC no mostré diferencias significativas entre OG3 vy
0OG4,5, pero se incrementé en aquellas muestras con 6 %p/p tanto para las muestras
enfriadas a 0,1 como a 10 °C/min. En las muestras sonicadas obtenidas mediante
enfriamiento a 0,1 °C/min, OBC se increment6 entre OG3 y OG4,5, mientras que no se
encontraron diferencias significativas entre las muestras 0G4,5 y OG6. Sin embargo, la
capacidad de retencion de aceite aument6 significativamente en las muestras enfriadas a 10
°C/min al incrementar la concentracion de monoglicéridos.

La Figura 6.2 también muestra que la sonicacion causé un incremento en OBC en las
muestras formuladas con 4,5y 6 %p/p de MG y enfriadas a 0,1 °C/min. De este modo, para
estas formulaciones, la capacidad de retencion de aceite de la red puede ser mejorada
incrementando la velocidad de enfriamiento en el proceso de cristalizacion desde 0,1 a 10
°C/min o aplicando ultrasonido de alta intensidad. En general, una capacidad de retencién de
aceite elevada puede asociarse con la formacién de cristales comparativamente mas
pequefios que aquellos generados con el enfriamiento a baja velocidad. Este resultado es
esperado, ya que como consecuencia de la disminucion del tamafio de cristales (seccion
6.3.6) hay mayor area cristalina disponible para atrapar el aceite del medio comparado con
una red formada por cristales de mayor tamafo. Resultados similares han sido reportados
por Blake y Marangoni (2015), quienes lograron disminuir el tamafio de cristales mediante el
incremento en la velocidad de enfriamiento en la formacién de oleogeles de ceras, y por Jana
y Martini (2014), quienes reportaron haber obtenido cristales més pequefios cuando se aplicé
ultrasonido de alta intensidad en oleogeles formados con cera de abejas. Ademas, es
interesante notar que el incremento en OBC debido al aumento de la velocidad de
enfriamiento fue mayor en las muestras no sonicadas que en las sonicadas para todas las
concentraciones de MG, con valores promedio de 28% y 15%, respectivamente. Este menor
incremento en OBC como consecuencia del aumento en la velocidad de enfriamiento
observado en las muestras sonicadas se debi6 a que la aplicacion de ultrasonido mejoré esta
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propiedad en las muestras enfriadas a 0,1 °C/min con 4,5y 6 %p/p de monoglicéridos, pero
no fue capaz de hacer lo mismo en las correspondientes muestras enfriadas a 10 °C/min.
Este resultado sugiere que la condicién de aplicacion de ultrasonido testeada en este trabajo
no fue capaz de generar una estructura conectada con una alta capacidad de retener el aceite
en las muestras enfriadas a velocidad rapida, pero si fue capaz de mejorar OBC en aquellas

obtenidas mediante enfriamiento a baja velocidad.

6.3.2 Propiedades viscoelasticas

Los mddulos elastico (G") y viscoso (G") fueron evaluados mediante barrido de
deformacién a 25 °C. Todas las muestras presentaron valores de G' mayores que G",
confirmando de esta manera el comportamiento de tipo gel (Da Pieve y col., 2010; Da Pieve
y col., 2011). La Figura 6.3 muestra los valores de G' a valores de deformacion de 0,01%
(dentro de la region viscoelastica lineal) correspondientes a los oleogeles obtenidos bajo las
diferentes condiciones de procesamiento (velocidad de enfriamiento, concentracién de MG y
aplicacion de ultrasonido) y tiempo de almacenamiento (t=0 y t=24 h). Como puede verse, el
mobdulo elastico se incrementé con el aumento en la concentracion de MG para ambas
condiciones de sonicacién (sin US y con US), y ambas velocidades de enfriamiento, a tiempo
inicial y final. La Unica excepcién a este comportamiento fue observada para las muestras
cristalizadas a alta velocidad sin la aplicacién de ultrasonido, a tiempo inicial. Otros estudios
también han reportado que concentraciones mas altas de monoglicéridos conducen a la
formacion de una red mas fuerte como consecuencia de una mayor fuerza impulsora para la
cristalizacion y un mayor numero de cristales en el sistema que permiten disminuir las
distancias entre ellos y por ende, favorecen sus interacciones (Qjijo y col., 2004a; Da Pieve y

col., 2011).
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Figura 6.3. Modulo elastico (G') a 25 °C de oleogeles formulados con diferentes concentraciones de
MG (MG (%p/p)) y bajo diferentes condiciones de procesamiento: sin ultrasonido (sin US), a t=0 h
(inicial) (A) y t=24 h (final) (B), y con ultrasonido (con US), a t=0 h (inicial) (C) y t=24 h (final) (D). Los
valores promedio representados con letras minUsculas distintas para cada condicién de sonicacién (sin
US o con US) y tiempo (0 o 24 h) indican que las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05),
mientras que los valores promedio con letras mayudsculas distintas para cada concentracién de MG y
condicién de sonicacion indican que las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05). Letras
griegas distintas entre muestras procesadas sin US y con US para una misma concentracion de MG,

tiempo y velocidad de enfriamiento indican que las muestras son significativamente diferentes.

Se observd que, en general, el médulo elastico disminuyé con el tiempo de
almacenamiento desde t=0 hasta t=24 h para todas las concentraciones de MG testeadas y
tanto sin aplicar ultrasonido como aplicando, mostrando que estas muestras fueron menos

elasticas luego del almacenamiento. La excepcion a este comportamiento fue obtenida en
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algunas muestras no sonicadas: G' no mostrd diferencias significativas en el tiempo en las
muestras OG4,5 y OG6 obtenidas a 0,1 °C/min, mientras que se encontré un incremento
significativo en la elasticidad de las muestras OG6 obtenidas a 10 °C/min. Ademas, tampoco
hubo diferencias significativas entre el méddulo elastico a tiempo inicial y final en las muestras
sonicadas OG4,5 obtenidas a baja velocidad de enfriamiento. Es importante notar que las
muestras correspondientes t=0 h fueron medidas inmediatamente luego de ser enfriadas a
25 °C. La diferencia encontrada entre los valores de G' correspondientes a muestras
analizadas a tiempo inicial y final sugiere la ocurrencia de un reordenamiento molecular
durante el almacenamiento a 25 °C durante 24 h.

A t=0 h se obtuvieron valores de G' mayores cuando las muestras fueron enfriadas a
10 °C/min comparado con las correspondientes a 0,1 °C/min, con la excepcion de las
muestras OGS, cristalizada con la aplicacion de ultrasonido, y OG6, obtenida sin ultrasonido.
Respecto a la ltima condicion mencionada, un resultado similar fue reportado por Qijijo y col.
(2004a) en oleogeles formulados con concentraciones de monoglicéridos comparables, al
incrementarse la velocidad de enfriamiento. En general, la velocidad de enfriamiento no tuvo
influencia en los valores del médulo viscoso a tiempo inicial. La diferencia entre los valores
del médulo elastico de las muestras cristalizadas a 10 y 0,1 °C /min sugiere que las muestras
enfriadas a alta velocidad tuvieron una estructura cristalina significativamente mas fuerte que
aquellas cristalizadas a baja velocidad. Esto puede atribuirse a la formacion de cristales mas
pequefios como consecuencia de un enfriamiento mas rapido, a tiempo inicial, permitiendo la
presencia de mayor cantidad de interacciones entre cristales y de mayor fuerza (el cambio en
la longitud de cristales debido a las condiciones de procesamiento sera descripto mas
adelante). Sin embargo, luego del almacenamiento durante 24 h, este efecto fue mostrado
solo por las muestras OG6 cristalizadas tanto sin como con ultrasonido, evidenciando que los
cambios estructurales ocurridos debido a la velocidad de enfriamiento solo pudieron
mantenerse a la concentracion méas alta de monoglicéridos. La ausencia de diferencias en los
valores del modulo elastico debido a la velocidad de enfriamiento, luego del almacenamiento,
se debe una disminucion significativa de esta propiedad, especialmente para las bajas
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concentraciones (OG3 y OG4,5), sugiriendo que la reorganizacion molecular ocurre con
mayor probabilidad en estas muestras y, por lo tanto, resulta en un material menos elastico y
con estructura mas debil.

La aplicacion de ultrasonido tuvo influencia sobre los valores del médulo elastico de
las muestras cristalizadas a ambas velocidades de enfriamiento, pero no se encontraron
diferencias significativas entre los valores de G' correspondientes a las muestras cristalizadas
con y sin ultrasonido luego de 24 h, con la excepcion de OG3 a 0,1 °C/min. En general, las
muestras cristalizadas con la aplicaciéon de ultrasonido mostraron valores mas altos de
elasticidad que las muestras cristalizadas a la misma velocidad de enfriamiento y analizadas
a t=0 h, excepto para la muestra OG3 obtenida a 10 °C/min. Esta mejora en los valores
iniciales del modulo elastico como consecuencia de la aplicacion de ultrasonido de alta
intensidad fue de 30,4%, 25,3%, y 87,4% para las muestras OG3, OG4,5, y OG6 enfriadas a
baja velocidad, respectivamente. Los incrementos mas altos fueron encontrados para las
muestras enfriadas a alta velocidad, siendo 110,4% y 807,5%, para OG4,5 and OGS,
respectivamente. Estos resultados sugieren que la aplicacion de ultrasonido puede ser usada
como una técnica eficaz para producir un material con mayor elasticidad inicialmente, pero

este efecto podria perderse luego del almacenamiento durante 24 h.

6.3.3 Comportamiento térmico de los oleogeles durante el calentamiento

Los oleogeles de monoglicéridos se forman mediante enfriamiento de la mezcla
fundida, generando una estructura cristalina tridimensional que atrapa al aceite. Durante este
proceso, las moléculas de agente estructurante se mantienen en su estado fundido disueltas
en el aceite hasta que comienza la nucleacion. A medida que el proceso de enfriamiento
continla, los cristales crecen y se ramifican, generando como consecuencia de ello
diferencias en el tamafio de los cristales que componen la red y en el ordenamiento de las
moléculas que la componen. Los elementos microestructurales son los bloques basicos que
componen la red (Ojijo y col., 2004b), los cuales se organizan mediante enlaces no-
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covalentes, como las interacciones de van der Waals y los enlaces de puente hidrégeno
(Meng y col., 2014). EI conocimiento del comportamiento térmico de los oleogeles es
fundamental en el andlisis de sus propiedades fisicas, ya que su evaluacién durante el
calentamiento permite obtener informacion sobre la microestructura de la red cristalina
presente en estos materiales. En este capitulo, solo se consideré el comportamiento de fusion
con el objetivo de evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad. Todas
las muestras de oleogel se caracterizaron por presentar un Unico pico endotérmico (Figura
6.4) asociado con la fusion de los monoglicéridos. Los parametros térmicos calculados a partir
de los termogramas (AHw, To, ¥ Tp) Se reportan en la Tabla 6.2 para las muestras obtenidas
a las diferentes velocidades de enfriamiento, con y sin ultrasonido, y analizadas a t=0 y t=24

h.

= = = = 0,1°C/min —e 10 °C/min

A -sin US, t=0 B -sin US, t=24 h

Flujo de calor (W/g)
Flujo de calor (W/g)

25 25 35 45 55 65 75
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
C-con US, t=0 D-con US, t=24 h

Flujo de calor (W/g)

Flujo de calor (W/g)

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 6.4. Perfil de fusién de los oleogeles (OG3, 0G4,5 y OG6) formulados con monoglicéridos y
aceite de girasol alto oleico con diferentes concentraciones de monoglicéridos, obtenidos bajo distintas
condiciones de procesamiento: sin ultrasonido (sin US), a t=0 h (inicial) (A) y t=24 h (final) (B), y con
ultrasonido, a t=0 h (inicial) (C) y t=24 h (final) (D)
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Tabla 6.2. Entalpia de fusiéon (AHwm), temperatura de inicio de fusion (To) y temperatura de pico (Tpi) de oleogeles formulados con aceite de girasol alto oleico y

monoglicéridos (MG) a distintas concentraciones de MG (MG (%p/p)) (OG3, OG4,5, y OG6) y cristalizadas a 0,1 y 10 °C/min sin ultrasonido (sin US) y con
ultrasonido (con US), a t=0 h (Inicial) y t=24 h (Final).

sin US con US
Velocidad de enfriamiento (°C/min)
((,/'(\)/Ip(/;p) 0,1 0,1
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
3 0G3 5,4+0,59ABa 6,0+0.5dAc 4,7+0,1986 5,5+0,49AB8 5,5+0,2¢Ba 6,2+0,2ABa | 6 1+0,5948a [ 6 ,0+0,5¢dAa
AHwm (3/9) 4,5 0G4,5 | 9,1+0,3bAa 7,9+0.5%8 6,9+0,7¢Ba 9,6+0,4PAc 10,5+1,0%4c | 10,2+0,8°ABa [ 8 2+0,6°Ba 8,2+0,7¢Ba
6 0G6 9,2+0,1°°F | 11,8+0.28A* | 10,640,238 | 11,5+0,42A¢ | 11,8+0,92ABa | 11,9+0,52ABa | 10,940,428 | 12,4+0,22Ac
3 OG3 | 43,5+1.9%A% [ 41,941,790 | 42,742 8PAc | 41,7+1,69% | 38,543,659 | 45,6+2,8°°A% | 43,3+4,4PAc | 44 4+1 3cAc
To (°C) 4,5 0G4,5 | 46,1+0,6°4% | 46,6+0,1%/9 | 47,1+1,83PA0 | 46,242 2¢A0 | 47 843 43PAa | 5] 242 pabAa | 57 542 18A0 | 46,1+0,5bPAc
6 OG6 | 51,0+2,138a [ 57,4+0,23A0 | 53 5+3,653ABa | 51 7+0,80ABa | 49 7+1,3%Aa | 52 1+2 63Ac | 50,4+0,72PA% | 5],8+2 5abAa
3 OG3 | 57,0+1,1%A¢ [ 57,0£0,7°A¢ | 57,3+1,9PA% | 56,3+1,3%* | 56,5+1,5%¢ | 56,1+1,7°A% | 57,9+0,6°A¢ | 59,441, 33
Tpi (°C) 4,5 0G4,5 | 61,7+0,6%* | 61,3+0,8°A% | 61,1+0,5%A% | 60,2+1,4°A¢ | 61,6+0,72A% | 59,6+1,13A% | 59,0+],430Ac | 59 7+0,23Ac
6 0OG6 | 60,8+2,1A% [ 61,6+0,72°A¢ | 62,0+0,72A% | 62,8+1,23A | 61,5+0,72A% | 61,5+0,23A% | 61,5+0,33A% | 61,5+0,23Ac

Los valores se muestran como el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. Para cada condicidn de sonicacion (sin US o con US) y tiempo (inicial o

final), los valores promedio con la misma letra mindscula entre concentraciones y velocidades de enfriamiento no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Los promedios representados con letra mayuscula diferente entre tiempo (inicial y final) y velocidad de enfriamiento para cada condicién de sonicacion y

concentracién indican que las muestras son estadisticamente diferentes (p < 0,05), mientras que aquellos con la misma letra griega entre condiciones sin US

y con US para cada velocidad de enfriamiento, concentracién, y tiempo, no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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AHwm representa una estimacion de la cantidad de material cristalizado presente en la
muestra (Da Pieve y col., 2011). Luego del almacenamiento durante 24 h a 25 °C, la entalpia
de fusion de los oleogeles se incrementd con la concentracion de monoglicéridos, para todas
las condiciones testeadas. Da Pieve y col. (2011) presentaron resultados similares para
oleogeles formulados con monoglicéridos saturados y aceite de higado de bacalao. De hecho,
las muestras formuladas con concentraciones de MG de 6 %p/p a una velocidad de
enfriamiento de 0,1 °C/min sin aplicacion de ultrasonido y almacenadas durante 24 h
mostraron casi el doble de incremento en la entalpia de fusion comparada con las obtenidas
usando 3 %p/p (11,8+0,2 vs. 6,0+0,5 J/g). Esto fue esperado debido a la presencia de mayor
cantidad de material cristalizable en OG6 comparada con la correspondiente a OG3, lo cual
pudo conducir a una induccién en la cristalizacién. Tendencias similares fueron encontradas
en las muestras cristalizadas a 10 °C/min. La aplicacion de ultrasonido no cambi6 estos
resultados, los cuales estuvieron en concordancia con los resultados reportados por da Silva
y col. (2019) para oleogeles formulados con aceite de girasol alto oleico y ceras de candelilla,
monoglicéridos y una grasa, como agentes estructurantes. En ese trabajo, no se encontraron
diferencias significativas en los perfiles de fusion de las muestras debido a la aplicacion de
ultrasonido de alta intensidad.

En general, no se encontraron diferencias significativas en los valores de AHy entre
las muestras cristalizadas a 0,1 y 10 °C/min, con la excepcion de algunas muestras
formuladas con 4,5y 6 %p/p de monoglicéridos. Esto es, para las muestras no sonicadas, se
encontré que al incrementarse la velocidad de enfriamiento la entalpia disminuy6 en las
muestras OG4,5 mientras que aumenté en OG6 a tiempo inicial, observandose un incremento
a tiempo final en OG4,5. Para las muestras sonicadas, el incremento en la velocidad de
enfriamiento generd una disminucién en AHy para OG4,5 a t=0 h. Si bien, como se expres6
mas arriba, AHw puede usarse como parametro para cuantificar la cantidad de material
cristalizado presente en el sistema, también se encuentra asociado con el orden estructural
de las moléculas de agente estructurante dentro de las unidades que componen el oleogel
(Toro-Vazquez y col., 2007). La variabilidad encontrada en los resultados descriptos
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anteriormente podria ser el resultado de estos dos efectos ocurriendo en simultaneo, pero
con distinta intensidad segun las condiciones analizadas. A bajas concentraciones de
monoglicéridos no se observo efecto de la velocidad de enfriamiento, lo cual podria significar
gue ni la cantidad de material cristalizado ni el ordenamiento molecular se vieron afectados
bajo esas condiciones de procesamiento. A medida que la concentracion de monoglicéridos
se increment6 hasta 4,5 %p/p (0G4,5), la velocidad de enfriamiento mas alta en las muestras
cristalizadas con y sin ultrasonido y medidas a tiempo inicial resulté en una red cristalina mas
desordenada, en una menor cantidad de material cristalizado, o una combinacién de estos
dos efectos, resultando en una disminucién de la entalpia. Un comportamiento similar se
observo para las muestras OG4,5 cristalizadas con la aplicacion de ultrasonido y medidas
luego de 24 h. Sin embargo, se detecté un comportamiento inverso para las muestras 0G4,5
cristalizadas sin ultrasonido y medidas luego de 24 h, asi como también para las muestras
OG6 a tiempo inicial, sugiriendo que en esas muestras, el enfriamiento a alta velocidad
permitié la formacién de una mayor cantidad de material cristalizado o un mayor orden
molecular, en comparacion con el proceso de enfriamiento a velocidad baja.

AHwm se increment6 desde t=0 hasta t=24 h para algunas muestras no sonicadas: OG6
y OG4,5 cristalizadas a alta velocidad de enfriamiento, y para OG6 cristalizada a 0,1 °C/min.
Este comportamiento solo fue encontrado en una condicién en las muestras sonicadas: OG6
obtenida a 10 °C/min. Una disminucion en la entalpia de fusion se observé para las muestras
0OG4,5 cristalizadas a baja velocidad de enfriamiento, mientras que no se detectaron
diferencias en AHw para la concentracion de MG mas baja (OG3). En funcion de lo
mencionado anteriormente respecto al significado de AHw, nuestros resultados sugieren que
aquellas muestras que mostraron un incremento en AHw luego del almacenamiento durante
24 h reorganizaron su ordenamiento molecular, alcanzando un mayor nivel de organizacion
estructural (con un nivel de energia mas bajo). Un incremento en las interacciones que forman
la red podria incrementar la entalpia de fusion sin cambiar la cantidad de material cristalizado.

No se encontraron diferencias significativas en los valores de entalpia entre las muestras
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sonicadas y no sonicadas, con la excepcion de las muestras OG6 obtenida a 0,1 °C/min a
tiempo inicial, y OG3 preparada a 10 °C/min tanto para t=0 h como para t=24 h.

La temperatura inicial de fusién se incrementd al aumentar la concentracion de
monoglicéridos, sugiriendo la presencia de interacciones mas fuertes en la estructura
cristalina por la presencia de mayor concentracion de estructurante. En general, T, no se vio
afectada por la velocidad de enfriamiento, ni por el tiempo de almacenamiento para todas las
condiciones testeadas, con la excepcion de la muestra OG6 cristalizada sin la aplicacion de
ultrasonido, donde se observé una mayor T, para las muestras obtenidas a 0,1 °C/min y
almacenadas durante 24 h.

De manera similar a la discusién anterior, en general, Ty se incrementd con el
aumento de la concentracion de monoglicéridos desde 3 hasta 4,5 %p/p y no se vio afectada
por los demas parametros evaluados. Ni T, ni Ty fueron afectadas significativamente por la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad. Resultados similares fueron reportados en un
estudio acerca de la aplicacion de ultrasonido en oleogeles de cera de candelilla,

monoglicéridos, grasa y aceite de girasol alto oleico (da Silva y col., 2019).

6.3.4 Contenido de sélidos

El contenido de sélidos (SFC) es una propiedad fisica importante de lipidos, que
representa la cantidad de sélidos presente en el sistema a una determinada temperatura.
Este parametro presenta gran influencia sobre las propiedades fisicas, como la textura y
estabilidad, y afecta las caracteristicas sensoriales del producto final (Augusto y col., 2012).

El contenido de so6lidos de los oleogeles obtenidos en este trabajo resulté en un rango

entre 2,1% vy 7,7% a 25 °C (Tabla 6.3).
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Tabla 6.3. Contenido de sélidos (SFC, %) de oleogeles formulados con aceite de girasol alto oleico y
monoglicéridos (MG) a distintas concentraciones de MG (MG (%p/p)) (OG3, 0G4,5 y 0OG6) y
cristalizadas a 0,1 y 10 °C/min sin (sin US) y con (con US) la aplicacién de ultrasonido de alta
intensidad, a t=0 h (Inicial) y t=24 h (Final).

sin US
Velocidad de enfriamiento (°C/min)
MG (%p/p) 0,1 10
Inicial Final Inicial Final
3 OG3 | 2,1£0,1%88 2 ,6+0,5¢ABa | 3 8+0,8°Ac 2 7+0,6PcABa
4,5 0G4,5 | 2,240,0CF  2,0+0,1CB | 4,7+0,4bAa 2 8+(0,2bcBB
6 OG6 | 3,6+0,6PBa  4,1+0,72bBa | 7 7+0,72Ac 5 2+0,838a
SFC (%)
con US
Velocidad de enfriamiento (°C/min)
MG (%p/p) 0,1 10
Inicial Final Inicial Final
3 OG3 | 3,3t0,2bAa 2 4+0Q,2¢0dBa | 3 0+0,2b0A 2 3+(,2dBa
4,5 0G4,5 | 3,6+0,1PBa 3,240,118 | 3,5+0,20B8 5 2+0,62Ac
6 OG6 | 2,7+0,2%Ca 2 9+(,2¢dCa | 6,640,332  4,3+0,20Ba

Los valores se muestran como el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. Para cada condicion
de sonicacién (sin US o con US) y tiempo (inicial o final) los valores promedio con la misma letra
minuscula, entre concentraciones y velocidades de enfriamiento, no son significativamente diferentes
(p > 0,05). Los promedios representados con letra mayuscula diferente entre tiempo (inicial y final) y
velocidad de enfriamiento para cada condicion de sonicacion y concentracion indican que las muestras
son estadisticamente diferentes (p < 0,05), mientras que aquellos con la misma letra griega entre
condiciones sin US y con US para cada velocidad de enfriamiento, concentracién, y tiempo, no son

significativamente diferentes (p > 0,05).

A t=0 h se observaron diferencias significativas por efecto de la velocidad de
enfriamiento en las muestras no sonicadas. Estos resultados estuvieron en concordancia con
aquellos reportados en sistemas de grasa de leche, donde se observaron mayores valores
de SFC como consecuencia de la utilizacion de velocidades de enfriamiento mas altas
(Campos y col., 2002; Martini y col., 2002). Si bien los valores de SFC obtenidos para
muestras cristalizadas a 10 °C/min fueron mayores que los correspondientes para el
enfriamiento a 0,1 °C/min, en general este incremento no se reflejo en los valores de entalpia
de fusion. Estos resultados sugieren que el incremento en la entalpia debido al aumento en
la velocidad de enfriamiento, como en el caso de la muestra OG6 obtenida sin ultrasonido a

tiempo inicial (ver Tabla 6.2), podria deberse a un mayor contenido de sélidos (valor mas alto
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en SFC, Tabla 6.3). Sin embargo, la disminucién en la entalpia al incrementarse la velocidad
de enfriamiento en algunas muestras fue probablemente debido a una disminucién en el nivel
de organizacion molecular. Es decir, se pudo obtener un valor de entalpia menor incluso
cuando SFC fue mayor debido a que AHw no sélo esta relacionado con la cantidad de material
cristalizado, sino también con el nivel de orden molecular alcanzado (Toro-Vazquez y col.,
2007). A t=24 h se encontraron diferencias significativas en los valores de SFC como
consecuencia de cambios en la velocidad de enfriamiento en algunas muestras no sonicadas,
0G4,5, y sonicadas, OG4,5 y OG6, en las cuales los valores mas altos se obtuvieron
empleando la velocidad mas alta. Respecto del efecto del tiempo de almacenamiento, un
incremento en el contenido de solidos se encontré solo en las muestras OG4,5 sonicadas
obtenidas por enfriamiento a 10 °C/min, mientras que no se observaron cambios 0 no se
detecté una disminucién en SFC para las muestras restantes. Después de 24 h de
almacenamiento, solo fue posible incrementar significativamente el contenido de sélidos
usando la concentracion de monoglicéridos mas alta, para ambas velocidades de
enfriamiento en la condicién sin ultrasonido, y usando 4,5y 6 %p/p a 10 °C/min aplicando
ultrasonido (Tabla 6.3).

A t=0 h se encontraron diferencias significativas en el contenido de sélidos como
consecuencia de la aplicacién de ultrasonido, con la excepcion de la muestra OG3 cristalizada
a 10 °C/min y de las muestras OG6 (para ambas velocidades de enfriamiento).
Particularmente, el contenido de sélidos aument6 en las muestras sonicadas OG3 y 0G4,5
obtenidas a 0,1 °C/min, mientras que disminuy6 en la muestra sonicada OG4,5 obtenida a 10
°C/min. Estudios previos realizados en triglicéridos han mostrado que la aplicacion de
ultrasonido de alta intensidad resulta mas eficiente en la induccion del proceso de
cristalizacion y por ende, en la modificacion de las propiedades fisicas, en las muestras con
cinéticas de cristalizacion lentas (Kadamne y col., 2017a, b). Este tipo de cinética puede
lograrse, por ejemplo, trabajando con una baja fuerza impulsora. En los casos descriptos en
este capitulo, las muestras enfriadas a 0,1 °C/min cristalizan de manera mas lenta que las
enfriadas a 10 °C/min, permitiendo que la aplicacion de ultrasonido sea mas eficiente en las
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primeras. Si la cinética de cristalizacion es demasiado rapida, entonces el proceso de
nucleacién y crecimiento de cristales ocurre muy rapido y el efecto de sonicacion no llega a
ser evidente.

Sin embargo, luego del almacenamiento durante 24 h, este comportamiento cambi®,
y no se encontraron diferencias significativas entre las condiciones sonicadas y no sonicadas
debido a la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad. Resultados similares fueron
recientemente reportados para oleogeles de cera de candelilla, monoglicéridos, grasay aceite
de girasol alto oleico (da Silva y col., 2019). La excepcion a este comportamiento se encontrd
para las muestras OG4,5, las cuales mostraron un incremento en el contenido de sélidos en
el tiempo final como consecuencia del uso de ultrasonido. Estos resultados sugieren que la
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad promueve la ocurrencia mas temprana del
proceso de cristalizacion (Suzuki y col., 2010; Ye y col., 2011; Lee y col., 2018), lo cual seria
evidente en el momento inicial cuando se usaron concentraciones bajas de MG y velocidades
de enfriamiento lentas (valores mas altos de SFC obtenidos en las muestras sometidas a
sonicacion) pero, si se proporciona suficiente tiempo de almacenamiento a la red cristalina,
ambas muestras (sonicadas y no sonicadas) alcanzan el mismo valor de SFC final (Rincén-

Cardonay col., 2015).

6.3.5 Propiedades de textura

La dureza es una de las propiedades fisicas mas importantes de los lipidos ya que
desempefia un papel fundamental en las aplicaciones en alimentos. Como puede verse en
las Figuras 6.5 Ay B, la dureza de las muestras de oleogel se increment6 con el aumento de
la concentracién de monoglicéridos. Para las muestras no sonicadas, el aumento de la
velocidad de enfriamiento desde 0,1 hasta 10 °C/min resulté en un incremento de la dureza
de las muestras OG4,5 y OG6, aunque el contenido de sdélidos no cambié para la ultima
muestra. Este resultado estuvo en concordancia con los resultados reportados por Ojijo y col.
(2004a), quienes encontraron que la dureza de oleogeles de aceite de oliva y monoglicéridos
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se incrementd con la velocidad de enfriamiento. La misma tendencia fue obtenida para las
muestras sonicadas OG3 y OG6. Tal vez el hallazgo mas interesante en esta seccion fue que
la dureza de las muestras OG4,5 obtenidas a 10 °C/min fue significativamente mayor a la
dureza de las muestras OG6 obtenidas a 0,1 °C/min (sin la aplicacion de ultrasonido),
contrario a los resultados encontrados para el contenido de sélidos. Esto indica que es posible
obtener un oleogel con mayor dureza mediante el cambio en la velocidad de enfriamiento,
aunque el contenido de monoglicéridos usados como agente estructurante sea menor (y por
lo tanto, el contenido de sélidos también sea mas bajo).

En general, cuando se aplicé ultrasonido de alta intensidad para cristalizar las
muestras, no fue posible obtener oleogeles con mayor dureza que aquellos formulados sin la
aplicacion de ultrasonido. La Gnica muestra que mostré un aumento significativo en la dureza
entre las condiciones sonicadas y no sonicadas (para ambas velocidades de enfriamiento)
fue OGB, si bien el contenido de sélidos totales permanecié sin cambios en estas muestras.
Un estudio publicado recientemente evalu6 diferentes condiciones de aplicacion de
ultrasonido para obtener oleogeles de aceite de girasol alto oleico, utilizando 6 %p/p de
agente estructurante (da Silva y col., 2019). En dicho trabajo, se evalu6 el uso de dos sondas
de distinto diametro, 3,2 o 12,7 mm, con amplitudes de vibracién de 206 y 60 o 180 um,
respectivamente. Ademas, se aplicé US durante distintos tiempos (1 o 3 min). Casi todas las
condiciones testeadas condujeron a materiales mas blandos comparados con los obtenidos
sin la aplicacion de ultrasonido, obteniendo un incremento significativo en la dureza (~ 18%)
solo en una condicién de aplicacion de ultrasonido: sonda de 3,2 mm, duracién de aplicacion
de US=3 min, amplitud=206 um. Resultados mas promisorios han sido reportados en la
literatura que describen la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad como herramienta
potencial para generar estructuras mas duras en muestras de lipidos con diferente
composicion de triglicéridos respecto de los oleogeles, sin contener agentes estructurantes
en su composicion (Suzuki y col., 2010; Ye y col., 2011; Wagh y col., 2016). Las muestras
OG6 sonicadas mostraron incrementos en la dureza de 18,4 y 11,4%, para baja y alta
velocidad de enfriamiento, respectivamente, sugiriendo que la sonicacion fue mas eficiente
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para incrementar la dureza del oleogeles cuando fue aplicada a baja velocidad de
enfriamiento sobre las muestras formuladas con la concentracion de monoglicéridos mas alta.
Este comportamiento podria estar relacionado al proceso de cristalizacion de los
monoglicéridos, el cual ocurri6 de manera mas lenta durante el enfriamiento a 0,1 °C/min
comparado con las muestras que fueron enfriadas a 10 °C/min. Estudios previos han
demostrado que cuando la fuerza impulsora aumenta ocurre una induccion en la cristalizacién
de lipidos, y el incremento en la fuerza impulsora puede ser logrado tanto mediante una mayor
supersaturacion o un incremento en el nivel de sobreenfriamiento (Kadamne y col., 2017a, b;
Lee y col., 2018). Estos estudios también han mostrado que la aplicacién de ultrasonido de
alta intensidad no resulta efectiva en la induccion de la cristalizacion de triglicéridos si el
contenido de material cristalizable es bajo (o que implica un grado de supersaturacion bajo),
corroborando la ausencia del efecto de la aplicacién de ultrasonido en las propiedades de
oleogeles formulados con baja concentracion de monoglicéridos.

Independientemente de la aplicacion de ultrasonido, los valores més altos de dureza
se encontraron para las muestras OG6 cristalizadas a 10 °C/min. Este hallazgo concuerda
con los resultados reportados para la capacidad de retenciéon de aceite y las propiedades
viscoelasticas para estas muestras a t=24 h, mostrados previamente. Por lo tanto, estas
muestras fueron las que presentaron mayor dureza, mayor elasticidad y una red cristalina
fuerte capaz de retener la méaxima cantidad de aceite. Teniendo en cuenta que no se
obtuvieron diferencias significativas en los valores de entalpia entre las muestras sonicadas
y no sonicadas, el incremento en la dureza podria deberse solo a un cambio en las
propiedades microestructurales de esos oleogeles. Sin embargo, para todas las muestras
0G4,5 y para las muestras OG3 obtenidas a baja velocidad de enfriamiento, la aplicacion de
ultrasonido produjo una disminucién en los valores de dureza, y no se evidenci6 efecto de la
sonicacion en las muestras OG3 obtenidas a la velocidad de enfriamiento mas alta. Se
desconoce el motivo por el cual la aplicacion de ultrasonido resulté en una disminucion de la
dureza en algunas de las muestras, aunque el SFC se increment6 en alguna de ellas. Es
posible que el nivel de potencia de las ondas acusticas usado en este trabajo haya causado
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la alteracion de la red cristalina que estaba formandose y el bajo nivel de supersaturacién no

haya sido suficiente para superar esta perturbacion.
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Figura 6.5. Dureza (DU) (A, B), Adhesividad (AD) (C, D) y Cohesividad (CO) (E, F) de oleogeles con
diferente concentracién de monoglicéridos (MG) como funcion de la velocidad de enfriamiento y sin
ultrasonido (sin US) y con ultrasonido (con US), luego del almacenamiento durante 24 h. Los valores
promedio representados con letras mindsculas distintas para cada condicién de sonicacién (sin US o
con US) indican que las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05), mientras que los valores
promedio con letras mayusculas distintas para cada concentracion de MG indican que las muestras

son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Los resultados provenientes del andlisis de textura dan una interpretacion diferente
acerca de las caracteristicas macroscopicas de los oleogeles, comparada con la
correspondiente a los analisis de reologia reportados anteriormente en este capitulo. Mientras
gue se encontraron diferencias significativas en las propiedades mecanicas de oleogeles
obtenidos mediante condiciones sonicadas y no sonicadas cuando fueron evaluados por
ensayos de alta deformacion (TPA), esas diferencias no se observaron cuando estas
muestras fueron analizadas por experimentos de baja deformacién (reologia). Los ensayos
de alta deformacion proveen informacion acerca de todos los niveles estructurales que
conforman la red; en cambio, los de baja deformacién estan relacionados principalmente al
nivel microestructural, por lo cual solo los enlaces entre las microestructuras se ven afectados
cuando la red es sometida a estos ensayos, si bien la microestructura en si misma puede
permanecer intacta (Narine y Marangoni, 1999).

De manera similar a lo encontrado en la dureza, en general los valores de adhesividad
se incrementaron al aumentar la concentracion de monoglicéridos tanto para las muestras
sonicadas como para las no sonicadas (Figuras 6.5-C y D). Entre todos los oleogeles
obtenidos, el valor mas bajo de adhesividad se encontrd para las muestras OG3 formuladas
con aplicacion de ultrasonido a la velocidad de enfriamiento de 0,1 °C/min (0,23+0,02 N.s).
Los valores mas altos de adhesividad se registraron para las muestras OG6 obtenidas con la
aplicacién de ultrasonido, independientemente de la velocidad de enfriamiento, y para las
muestras OG6 procesadas sin ultrasonido y enfriadas a 10 °C/min. Sorpresivamente, para las
muestras OG4,5 y OG6 obtenidas sin ultrasonido, el cambio en la velocidad de enfriamiento
mostré un efecto contrario en los valores de adhesividad. Mientras que la baja velocidad de
enfriamiento resulté en valores més altos de AD para la muestra OG4,5, un valor menor de
AD fue obtenido para las muestras OG6. Por lo tanto, la velocidad de enfriamiento podria ser
usada como una manera efectiva para adaptar este pardmetro de textura a los valores
deseados. La velocidad de enfriamiento méas baja provoc6 mayores fuerzas de atraccion entre
la superficie de la muestra OG4,5 y la sonda de medicion, lo cual se evidencié por el mayor
valor de AD y estuvo en concordancia con resultados que han sido reportados en el estudio
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descripto en el Capitulo 3 (seccion 3.3.2.2.3). Algunas de las diferencias observadas en la
adhesividad pueden relacionarse con los valores obtenidos de dureza. Por ejemplo, para las
muestras no sonicadas, mientras que aquellas obtenidas a baja velocidad de enfriamiento
con una concentracién de monoglicéridos de 4,5y 6 %p/p tuvieron la misma dureza, también
presentaron la misma adhesividad. De manera similar, la muestra OG6 cristalizada a 10
°C/min fue mas dura que la correspondiente OG4,5, y también presentdé mayor valor de
adhesividad. Sin embargo, aunque la muestra OG4,5 cristalizada a 0,1 °C/min fue méas blanda
gue la misma muestra cristalizada a 10 °C/min, present6 mayor valor de adhesividad. Es
posible que este menor valor de AD se deba a la organizacion molecular que ocurrié durante
el proceso de cristalizacién. La Figura 6.3 muestra que, a tiempo inicial, el valor de G' de la
muestra OG4,5 obtenida a 10 °C/min fue mayor que el correspondiente a la muestra obtenida
a 0,1 °C/min. Luego del almacenamiento de esta muestra, los valores de G' no cambiaron
para la muestra enfriada a baja velocidad, pero disminuyeron para las enfriadas a alta
velocidad. Esto sugiere que la red cristalina se volvio més débil durante el almacenamiento y
esto podria haber afectado a los valores de adhesividad observados, sin modificar los
correspondientes a la dureza.

El parametro de cohesividad proporciona una medida de la resistencia que ofrece el
material a la desintegracién cuando es sometido a accién mecanica. Los resultados de la
cohesividad de oleogeles se muestran en la Figura 6.5-E y F. Se encontr6é que la aplicacion
de ultrasonido de alta intensidad no afecté significativamente la cohesividad de oleogeles
para las muestras OG4,5 y OG6, pero una disminucion significativa en CO se observé para
las muestras sonicadas OG3 obtenidas mediante ambas velocidades de enfriamiento. La
velocidad de enfriamiento afect6 a la cohesividad de diferentes maneras, dependiendo de la
concentracion de monoglicéridos. Mientras que la cohesividad de las muestras formuladas
con 3%p/p de MG a 10 °C/min fue significativamente mas alta que la correspondiente a las
muestras enfriadas a 0,1 °C/min, tanto para las condiciones sonicadas como para las no
sonicadas, no se observaron diferencias significativas en los valores de CO para las muestras
0G4,5 debido a la velocidad de enfriamiento. Se observé una disminucién en los valores de
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cohesividad con el aumento de la velocidad de enfriamiento en las muestras OG6 no
sonicadas, mientras que no se encontraron diferencias significativas en las muestras
sonicadas. Los valores mas altos de CO fueron encontrados en las muestras OG3
procesadas sin la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad. Esto pudo estar asociado con
los resultados de dureza discutidos previamente (Figuras 6.5- A y B). El pardmetro de
cohesividad (A3/Al) indica cuan bien el oleogel soporta un segundo trabajo de deformacién
(A3, segundo ciclo de penetracion) respecto a la resistencia ofrecida a la primera deformacion
(A1, primer ciclo), mientras que el parametro de dureza es proporcional a A1l. Como se mostré
previamente, el aumento en la velocidad de enfriamiento desde 0,1 hasta 10 °C/min no afecto
significativamente la dureza de las muestras OG3 procesadas sin ultrasonido, mientras que
las muestras OG4,5 y OG6 evidenciaron un incremento en su dureza. Sin embargo, el cambio
mencionado en la velocidad de enfriamiento si produjo un incremento en los valores de
cohesividad de las muestras OG3, sin evidenciar diferencias significativas en los valores de
cohesividad en las muestras OG4,5 y OG6. A3 se incrementd en todas las muestras como
consecuencia del aumento en la velocidad de enfriamiento desde 0,1 hasta 10 °C/min (desde
0,8040,04, 1,91+0,21, y 1,95+0,28 N.s. hasta 1,06+0,32, 2,27+0,07, y 3,10+0,05 N.s. para las
muestras no sonicadas, y desde 0,25+0,06, 1,37+0,31, y 2,59+0,70 N.s. hasta 0,82+0,13,
2,1740,23, y 3,65+0,12 N.s. para las muestras sonicadas, para OG3, 0G4,5, y 0OG6,
respectivamente). Debido a que A3 provee informacion acerca de las estructuras que
permanecen sin romperse luego del primer ciclo de penetracion y, por lo tanto, sobre la
presencia de los enlaces méas persistentes (seccion 3.3.2.2.2), es posible concluir que el

incremento en la velocidad de enfriamiento permite mejorar la estructura de la red.

6.3.6 Propiedades microscopicas

El tamafo y la forma de los cristales son los factores claves que influencian la
funcionalidad de una materia grasa y sus propiedades reoldgicas. Por lo tanto, para entender
como el comportamiento durante el proceso de cristalizacién de los oleogeles afect6 a las
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propiedades macroscopicas de los mismos, se evalu6 la microestructura de los materiales
obtenidos mediante la técnica de microscopia Optica de luz polarizada. Las imagenes
microscopicas de los oleogeles obtenidos a ambas velocidades de enfriamiento y diferentes
concentraciones de monoglicéridos, sin y con la aplicacion de ultrasonido, se muestran en las
Figuras 6.6 y 6.7, respectivamente.

Las imagenes muestran que los cristales de monoglicéridos que componen la red del
oleogel se presentan en forma de agujas irregulares birrefringentes en contraste con el fondo
0Scuro que representa al aceite, de acuerdo a la descripcion reportada por Ojijo y col. (2004b),
quien estudio oleogeles de monoglicéridos con aceite de oliva. Resultados similares fueron
reportados por Lopez-Martinez y col. (2014) en un estudio de oleogeles de monoglicéridos y
aceite de cartamo, y por Kesselman y Shimoni (2007), quienes analizaron la microestructura
de oleogeles de monoglicéridos y aceite de oliva.

Como puede verse en las Figuras 6.6 y 6.7, en general, a tiempo inicial la red se
mostr6 como una estructura mas saturada compuesta con cristales de mayor longitud (valores
mayores de L.), comparada con las correspondientes a tiempo final, indicando la ocurrencia
de un reordenamiento microestructural durante el almacenamiento de las muestras a 25 °C
durante 24 h. Este hallazgo estuvo en concordancia con los resultados obtenidos en los
analisis de reologia y térmicos. Algunas excepciones se encontraron en las muestras no
sonicadas: a ambas velocidades de enfriamiento con concentraciones de monoglicéridos de
3 %p/p, y con enfriamiento a 10 °C/min con una concentracién de MG de 6 %p/p, donde se
obtuvieron valores mas altos de L. a tiempo final. Es probable que para esas muestras la
organizacion molecular que tuvo lugar durante el almacenamiento haya resultado en la
formacion de agrupaciones ligeramente mas grandes (lo cual estuvo en concordancia con el
incremento significativo observado en la elasticidad durante el almacenamiento de las

muestras OG6 no sonicadas cristalizadas a 10 °C/min, descripto anteriormente).
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Inicial

0,1 °C/min

Final

Inicial

10 °C/min

Final

: g 5N
L=454um-S=0,5 L,=49,3um—-S=08 L.=42,2um-S=0,6
Figura 6.6 Fotomicrografias con luz polarizada de oleogeles (OG3, OG4,5 y OG6) obtenidos sin aplicar
ultrasonido de alta intensidad con diferentes concentraciones de monoglicéridos (MG (%p/p)) vy

velocidades de enfriamiento (0,1 and 10 °C/min), a tiempo inicial y final. Las imagenes fueron tomadas
con una magnificacion de 10X. Lc: longitud de cristales; S: span.
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0G3 0G4,5 0G6

0,1 °C/min

10 °C/min

Final

L= 68,8 um — S= 0,4 L.=33,2 um—S=0,9 L.=31,9 um —S=0,6

Figura 6.7. Fotomicrografias con luz polarizada de oleogeles (OG3, OG4,5 y OG6) obtenidos mediante
aplicacion de ultrasonido de alta intensidad con diferentes concentraciones de monoglicéridos (MG
(%p/p)) y velocidades de enfriamiento (0,1 and 10 °C/min), a tiempo inicial y final. Las imagenes fueron

tomadas con una magnificacion de 10X. Lc: longitud de cristales; S: span.

Respecto a las muestras sonicadas, solo las muestras enfriadas a 10 °C/min y
formuladas con la concentracion de monoglicéridos mas alta mostraron un incremento en el

tamanio de cristal con el tiempo de almacenamiento.
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Ademas, el cambio en la velocidad de enfriamiento afecté la microestructura de los
oleogeles, generando la formacion de cristales de menor longitud cuando las muestras fueron
enfriadas a la velocidad més alta a t=24 h. Estos hallazgos fueron observados en todos los
oleogeles y principalmente en las muestras no sonicadas y sonicadas con una concentracion
de 3y 6 %p/p, respectivamente. Asimismo, se observl una reduccion en la longitud de los
cristales a tiempo final como consecuencia de la aplicacion de ultrasonido, excepto en las
muestras OG3 enfriadas a 10 °C/min donde se observé un incremento en L.. Este efecto
concuerda con los resultados obtenidos para la capacidad de retencion de aceite, donde ésta
fue la dnica condicion que mostré una disminucion en OBC debido a la aplicacién de
ultrasonido de alta intensidad. En todas las muestras se obtuvieron valores relativamente
bajos de Span (S < 1), indicando que las distribuciones de tamafio de los cristales fueron
angostas. En virtud de los resultados aqui expuestos, se podria decir que la aplicacién de
ultrasonido de alta intensidad condujo a la formacién de una red cristalina formada por
cristales mas pequefios, especialmente a altas concentraciones de monoglicéridos, mientras
gue se formaron cristales de mayor tamafio en esta condicién usando una concentracion de

monoglicéridos de 3 %p/p.

6.4 Aplicacién de ultrasonido en la obtencidon de oleogeles empleando un método

alternativo

Teniendo en cuenta los resultados anteriores y considerando que la aplicacion de
ultrasonido de alta intensidad resultaria mas efectiva cuando se realiza en presencia de
cristales (Ye y col., 2011), pero no seria eficiente cuando el proceso de cristalizacion ocurre
rapidamente (Rincén-Cardona y col., 2015), se propuso evaluar el efecto de la aplicacion de
US en el comportamiento de cristalizacion de los oleogeles introduciendo algunas

modificaciones en la metodologia de preparacion de los oleogeles.
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6.4.1 Preparacion de oleogeles

Para la preparacion de oleogeles se sigui6é la metodologia descripta en la seccion
6.2.2.1 con algunas modificaciones (Figura 6.8). Principalmente, estas modificaciones
consistieron en realizar el proceso de enfriamiento desde la mezcla fundida, a velocidad de
enfriamiento controlada (0,1 y 10 °C/min), hasta que se alcanz6 un nivel intermedio de
cristalizacion (denominado aqui temperatura de cristalizacion-T¢), en lugar de hacerlo hasta
gue se observo la apariciéon de los primeros cristales (como en el estudio anterior). Luego, se
aplic6 US en las mismas condiciones que en el estudio anterior, y la muestra continud
enfriandose, bajo condiciones estaticas y sin control de la velocidad de enfriamiento, hasta
alcanzar la temperatura de almacenamiento (Ts) correspondiente (25 o 5 °C). Los andlisis se
llevaron a cabo luego de 24 h de almacenamiento a Ts. Las condiciones de procesamiento
evaluadas se detallan en la Tabla 6.4. Para evaluar el efecto de la temperatura de
almacenamiento, las muestras OG3 y OG6 se almacenaron a 5 °C, ademas de evaluar su

almacenamiento a 25 °C.
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Horno T=80°C Proceso de _{ 01°C/min
enfriamiento 10 °C/min

Muestra fundida

+
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03— 3 %p/p de MG T - .
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+ Almacenamiento, t=24 h *
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@ Analisis

Figura 6.8. Procedimiento experimental para la preparacion de oleogeles con aplicacion de ultrasonido

de alta intensidad (US): método alternativo.
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Tabla 6.4. Condiciones de procesamiento evaluadas en la preparacién alternativa de oleogeles.

L Velocidad de o
Muestra Concentracion de MG enfriamiento Aplicacion de T. €C)
(%op/p) : us
(°C/min)
0G3-0,1-sin US 3 01 NO 5-25°C
0G3-10-sin US 3 10 NO 5-25°C
0G3-0,1-con US 3 01 Sl 5-25°C
0G3-10-con US 3 10 Sl 5-25°C
0G4,5-0,1-sin US 4,5 01 NO 25°C
0G4,5-10-sin US 4,5 10 NO 25°C
0G4,5-0,1-con US 4,5 0,1 SI 25°C
0G4,5-0,1-con US 4,5 10 SI 25°C
0G6-0,1-sin US 6 01 NO 5-25°C
0G6-10-sin US 6 10 NO 5-25°C
0G6-0,1-con US 6 0,1 SI 5-25°C
0G6-10-con US 6 10 Sl 5-25°C

MG: monoglicéridos; US: ultrasonido de alta intensidad; Ts: temperatura de almacenamiento.

6.4.2 Medicién de las propiedades de los oleogeles

El médulo elastico, las propiedades de textura, la capacidad de retencion de aceite, el
contenido de sélidos, la microestructura y el comportamiento térmico durante el proceso de
calentamiento se analizaron siguiendo la metodologia descripta anteriormente (6.2.2.2.1).
Ademas, se evaluo la estructura cristalina mediante la técnica de difraccion de rayos X. A
continuacion se detalla la metodologia adicional llevada a cabo en este segundo estudio. El

analisis estadistico se realiz6 siguiendo la metodologia descripta en la seccién 6.2.2.3.

6.4.2.1 Punto de fusion (PF) y temperatura de cristalizacion (T¢)

El PF de los oleogeles fue determinado en el calorimetro diferencial de barrido
descripto en la seccién 6.2.2.2.5, acorde a la metodologia descripta en la seccién 2.3.2. El

mismo procedimiento fue llevado a cabo para determinar T para cada muestra de oleogel
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(OG3, OG4,5 y OGB6). A partir de los termogramas y mediante el calculo del parametro de
cristalinidad reducida (F= cambio entélpico desde el comienzo del proceso de cristalizacion
hasta una dada temperatura / cambio entalpico total del proceso de cristalizacién), se
construyeron las curvas de cristalizacion (F vs. temperatura) (Palla y col.,, 2019).
Considerando que, como se mencion0 anteriormente, la aplicacion de US resulta ser méas
eficiente cuando se aplica al inicio del proceso de cristalizacion (Wagh y col., 2016), pero sin
embargo, un valor muy bajo de F en el momento de la aplicacién de US podria causar pérdida
de eficiencia de la sonicacion al fundir los cristales que estan formandose (Ye y Martini, 2014),
se selecciond un valor intermedio de F (48%) para determinar T a partir de la curva de

cristalizacion, para cada concentracién de MG.

6.4.2.2 Polimorfismo

Con el objetivo de detectar las formas polimorficas presentes en la red de los
oleogeles se llevé a cabo el andlisis de difraccion de rayos X, acorde a la metodologia
descripta en la seccion 2.3.4.6 (Capitulo 2). De los difractogramas obtenidos, se extrajo la
informacion de la distancia entre los planos de la red cristalina (d, A) para las sefiales que se
observaron con mayor intensidad y se identificaron las formas polimdérficas segln la Tabla

2.4.

6.4.3 Resultados

6.4.3.1 Punto de fusion (PF) y temperatura de cristalizacion (T¢)

El PF de los MG usados como agente estructurante en este capitulo resulté ser de
68,9+0,2 °C. La diferencia encontrada en este PF con respecto al reportado en el Capitulo 2
(69,3 °C) se puede explicar teniendo presente que este Myverol corresponde a otro lote de
produccion. Los valores de la T correspondientes a un grado de cristalizacion del 48% fueron

38, 41y 45 °C para las muestras OG3, OG4,5 y OG6, respectivamente.
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6.4.3.2 Comportamiento térmico durante el calentamiento
Todos los termogramas obtenidos durante el calentamiento térmico de los oleogeles

mostraron un unico pico endotérmico (Figura 6.9) correspondiente a la fusion de los

monoglicéridos, en concordancia con lo encontrado en el estudio anterior (seccion 6.3.3).

u 0,1 °C/min-T,=25°C H10 °C/min-T,=25°C

—
[}
'
]
]
{
N

-

~~

~.

Flujo de calor (Wig)
Flujo de calor (Wi/g)

25 35 45 55 65 75 25 35 45 55 65 75
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

0,1°C/min-T,=5°C ﬂ 10 °C/min-T,=5°C

Flujo de calor (Wig)

25 45 65 5 25 45 65

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

@

Figura 6.9. Termogramas obtenidos durante el calentamiento de oleogeles almacenados durante 24 h
a distintas temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como funcién de la concentracién de monoglicéridos (MG
(%p/p) (OG3: curvas de color gris, OG6: curvas de color negro), la aplicacién o no de ultrasonido (sin
US: lineas punteadas, con US: lineas continuas) y la velocidad de enfriamiento: (A) 0,1 °C/min, Ts= 25
°C; (B) ) 10 °C/min, Ts= 25 °C; (C) 0,1 °C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C.

Como se mencioné anteriormente, la entalpia de fusion (AHw) representa la energia
absorbida por el material durante el proceso de fusién, y depende tanto de la cantidad de
material cristalizado en la muestra como del orden estructural existente en la red cristalina
(Toro-Vazquez y col., 2007).

Respecto a la aplicacion de US, no se observaron cambios significativos en AHy como
consecuencia del proceso de sonicacion (Figura 6.10), excepto en las muestras OG6
cristalizadas tanto a 0,1 como a 10 °C/min y almacenadas a 25 °C. Si bien el contenido de

sélidos de las muestras OG6 sonicadas no fue significativamente diferente en comparacion
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con las correspondientes muestras no sonicadas (seccién 6.4.3.4), AHw disminuy6 al aplicar
US, lo cual podria deberse a la presencia de interacciones moleculares mas débiles entre los
cristales de MG (confirmado por la disminucion en T, en las muestras sonicadas, Tabla 6.5).

Ni la velocidad de enfriamiento ni la temperatura de almacenamiento causaron

cambios significativos en AHwy, excepto en las muestras OG6 sonicadas.

0,1 °C/min — T.= 25°C B} 10 °Cimin-T,=25° 1 sin US
15 aAa 15 aAa Hl con US
==
bAB bAB
@ 10— cA cA @ 10+ cA CA
3 3
E daa 320 = d3%dpa
< 54 < 5
0 1 1 I 0 I 1 I
3 4,5 6 3 4,5 6
MG (%p/p) MG (%p/p)
0,1 °C/min - T.=5°C ﬂ 10 °C/min - T.= 5°C
157 9:'39 aha 157 aAa aAa
=
= 10 — 104
L o
S bAd bAG 3 bAq bAd
= =
T T
< 5- < 54
0 1 I 0 T T
3 6 3 6
MG (%p/p) MG (%p/p)

Figura 6.10. Entalpia de fusién (AHwm, J/g) de oleogeles almacenados durante 24 h a distintas
temperaturas (Ts= 5 y 25 °C) como funcién de la concentracion de monoglicéridos (MG (%p/p)) v la
velocidad de enfriamiento, y sin y con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) 10 °C/min, Ts=
25°C; (C) 0,1 °C/min, Ts=5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C. Los valores promedio representados con letras
minusculas distintas para cada velocidad de enfriamiento (0,1 0 10 °C/min) y Ts (25 0 5 °C) indican que
las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05), mientras que los valores promedio con letras
mayusculas distintas, para cada concentracion de MG, condicion de sonicacién y Ts, indican que las
muestras son significativamente diferentes (p < 0,05). Letras griegas distintas entre muestras
almacenadas a 25 y 5 °C para una misma concentracion de MG, condicién de sonicacién y velocidad

de enfriamiento indican que las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05).
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La aplicacion de US causo6 una disminucion significativa de los valores de T, en los
oleogeles obtenidos a 0,1 °C/min y almacenados a 25 °C, mientras que no se detectaron
diferencias significativas en las muestras cristalizadas a 10 °C/min (Tabla 6.5). Esto es un
resultado esperado ya que las muestras que han sido enfriadas lentamente tuvieron mas
tiempo para permitir un cierto ordenamiento molecular durante el proceso de enfriamiento y
la aplicacién de US podria haber colaborado en la incorporacion en la red cristalina de
componentes de menor punto de fusion provenientes de la mezcla comercial de MG usada,
o incluso de los triglicéridos presentes en el aceite. Una disminucion similar en los valores de
Toi fue reportada previamente (Jana y Martini, 2014). Ademas, se observé una disminucion
en T, en las muestras OG6 como consecuencia de la aplicacion de US, para ambas
velocidades de enfriamiento, mientras que no se observaron diferencias significativas en T,
en las muestras OG3 y OG4,5. Pareceria que la aplicacién de US promueve la cristalizaciéon
de los compuestos de bajo punto de fusidn a altas concentraciones de MG, los cuales no son
capaces de cristalizar sin la aplicaciéon de sonicacion (Ye y Martini, 2015).

En general, ni Ty ni T, se vieron afectadas ni por la velocidad de enfriamiento ni por
la temperatura de almacenamiento. Se encontraron algunas excepciones en las muestras no
sonicadas: el incremento en la velocidad de enfriamiento aumento significativamente T, en
las muestras OG6, mientras que causo una disminucién en T, en OG4,5 y OG6; mientras
gue en las muestras sonicadas se observé una disminuciéon en T, al disminuir Ts en las
muestras OG3 a ambas velocidades de enfriamiento. El almacenamiento a una Ts mas baja
podria inducir la co-cristalizacion de los triglicéridos de menor punto de fusion presentes en

el aceite, los cual a su vez podria ser favorecido por la aplicacion de US.
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Tabla 6.5. Temperatura de pico (Tpi) y de inicio de fusién (To) de los oleogeles obtenidos bajo diferentes

Capitulo 6: Aplicacion de ultrasonido en la obtencién de oleogeles

condiciones de procesamiento a distintas temperaturas de almacenamiento (Ts, 5 0 25°C).

Muestra w0 09
5°C 25°C 5°C 25°C
0G3-0,1-sin US 59,9+0,9bAa 58,3+0, 694 44,7+1,8bAa 43,2+0,3°Aa
0G3-10-sin US 59,0+0,20Aa 57,7+1,4bAa 42,0+1,3bABa 42,5+0,4°Aa
0G3-0,1-con US 56,8+1,1bBa 56,3+0.5°Ad 41,4+1,00A88 44,610,114
0G3-10-con US 57,1+0,89Ac 56,7+0,1pAa 40,6+1,1bB8 44,5+] ,2bcAa
0G4,5-0,1-sin US nd 62,2+0,6°4 nd 43,8+0,6%A
0G4,5-10-sin US nd 60,0+1,2a08 nd 45,1+1,004
0G4,5-0,1-con US nd 59,8+0,2¢A nd 45,442 ,6%A
0G4,5-10-con US nd 59,9+0,930A nd 47,412,104
0G6-0,1-sin US 63,310,624 63,7+0,42Ac 50,6+1,62A 54,4+1,328a
0G6-10-sin US 62,2+0,42Ac 62,3+0,72Ba 49,040,438 57,810,13Ac
0G6-0,1-con US 61,8+1,22Ac 60,7+0,20Aa 49,2+0,33Aa 49,9+0,4bAc
0OG6-10-con US 60,8+0,4bBa 61,7+0,42Ac 50,8+0,52Ac 49,4+1,0bAc

Los valores se muestran como el promedio + desviacion estandar de tres réplicas. Para cada velocidad
de enfriamiento (0,1 o 10 °C/min) y temperatura de almacenamiento (Ts) los valores promedio con la
misma letra minUscula entre concentraciones y condicién de sonicacion (sin US y con US) no son
significativamente diferentes (p > 0,05). Los promedios representados con letra mayuscula diferente
entre velocidades de enfriamiento (0,1 y 10 °C/min) para cada condicibn de sonicacién, Ts y
concentracién indican que las muestras son estadisticamente diferentes (p < 0,05), mientras que
aquellos con la misma letra griega entre condiciones de procesamiento medidas a Ts= 25y 5 °C para
cada velocidad de enfriamiento, concentracién y condicién de sonicacién, no son significativamente

diferentes (p > 0,05). nd: no determinada.

6.4.3.3 Microestructura y apariencia visual

La aplicaciébn de US disminuy6 la longitud de los cristales (L) en todas las
concentraciones de MG analizadas a ambas Ts, principalmente en las muestras enfriadas a
0,1 °C/min (Figuras 6.11 y 6.12). Se observo un efecto menor de la sonicacion sobre Lc en
las muestras OG3 enfriadas a 10 °C/min. Como se puede observar en las fotografias
mostradas en el &ngulo inferior derecho de cada imagen microscopica, para las muestras

almacenadas a 25 °C (Figura 6.11), la aplicacion de US permitié la formacién de una red
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visualmente mas fuerte comparada con las muestras no sonicadas, evitando el flujo de la

muestra cuando ésta se invierte, particularmente en aquellas procesadas a 0,1 °C/min.

sin US

0,1 °C/min

con US

sin US

10 °C/min

con US

\
N R
-G N

L.=257pm-S5=0,8 L.=151 um—-S=0,7 L=75um-S=18
Figura 6.11. Fotomicrografias con luz polarizada (principales) e imagenes de la apariencia visual (en

lado inferior derecho de cada imagen principal) de oleogeles (OG3, OG4,5 y OG6) obtenidos con
diferentes concentraciones de monoglicéridos, velocidades de enfriamiento (0,1 and 10 °C/min) y
condiciones de sonicacioén (sin ultrasonido (sin US) y con ultrasonido (con US)), almacenados por 24
h a 25 °C. Las imagenes microscopicas fueron tomadas con una magnificacién de 10X. L¢: longitud de
cristales; S: span.
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sin US

0,1 °C/min

con US

sin US

10 °C/min

con US

:" \, a ‘;7 ]
L.,=15,5um-S=0,6

Figura 6.12 Fotomicrografias con luz polarizada (principales) e imagenes de la apariencia visual (en
lado inferior derecho de cada imagen principal) de oleogeles (OG3 y OG6) obtenidos con diferentes
concentraciones de monoglicéridos, velocidades de enfriamiento (0,1 and 10 °C/min) y condiciones de
sonicacion (sin ultrasonido (sin US) y con ultrasonido (con US)), almacenados por 24 h a 5 °C. Las
imagenes microscépicas fueron tomadas con una magnificacion de 10X. L¢: longitud de cristales; S:

span.
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Los MG cristalizaron en forma de agujas irregulares, en concordancia a los cristales
observados anteriormente en esta tesis (Seccion 3.3.2.5.2, Capitulo 3) y en oleogeles de
aceite de oliva y MG (Kesselman y Shimoni, 2007). En las muestras no sonicadas, se
observaron agregados esféricos formados a partir de los cristales en forma de aguja, los
cuales no se detectaron en las muestras sonicadas. Resultados similares han sido reportados
por Bin Sintang y col. (2017) en oleogeles de MG. Para las muestras no sonicadas, el
incremento en la velocidad de enfriamiento produjo una disminucién en L., en concordancia
con los resultados mostrados en otros estudios realizados en oleogeles estructurados con
ceras (Toro-Vazquez y col., 2013). Para las muestras sonicadas, el comportamiento cambio:
se formaron cristales de mayor tamafio al incrementar la velocidad de enfriamiento en las
muestras OG3, lo que sugiere que la aplicacion de US no fue eficiente en la reduccién de L.
bajo estas condiciones. Practicamente, no se observaron cambios en L. en las muestras
0OG4,5 y OG6 debido al incremento en la velocidad de enfriamiento.

El almacenamiento a una menor Ts provocé una disminucion en L., excepto en las
muestras OG6 cristalizadas a 10 °C/min sin y con la aplicacion de US, donde se obtuvieron
cristales de mayor tamafio luego del almacenamiento a 5 °C, en comparaciéon con los cristales
obtenidos a 25 °C. La inspeccion visual de estas muestras estuvo en concordancia con estos
resultados. Los oleogeles almacenados a 25 °C se observaron con apariencia menos
estructurada y aspecto grasoso, mostrando cierto brillo comparados con los materiales

almacenados a 5°C.

6.4.3.4 Contenido de sélidos

La aplicaciéon de US incremento significativamente el contenido de sdlidos solo en las
muestras OG3 obtenidas a 10 °C/min y almacenadas a 25 °C (Figura 6.13), sugiriendo que la
sonicacion favorecio la cristalizacién de los MG en esas condiciones. Una interpretacion
similar ha sido reportada previamente (Suzuki y col., 2010). Sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas entre el SFC de las demas muestras enfriadas a 10 °C/min y
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procesadas tanto sin como con la aplicacién de US, ni en las muestras OG3 y OG6 enfriadas
a 0,1 °C/min, similar a lo reportado por da Silva y col. (2019) para condiciones similares.

Un resultado no esperado fue que se obtuvo un valor mas bajo de SFC como
consecuencia de la aplicacién de US en las muestras OG4,5 cristalizadas a 0,1°C/min y
almacenadas a 25 °C. Resulta poco claro el motivo por el cual el US causé un SFC menor en
estas muestras; posiblemente, las ondas acusticas disolvieron parte de los cristales formados
en este material en lugar de inducir su cristalizaciéon. Si bien el SFC fue menor en estas
muestras sonicadas, se observd un efecto significativo de la aplicaciéon de US en el tamafio
de cristales y la morfologia de estas muestras (Figura 6.11). En general, no se observaron
diferencias significativas en el SFC entre las muestras cristalizadas a 0,1 y 10 °C/min, y
almacenadas a 25 °C, excepto en las muestras OG3 y 0G4,5 no sonicadas, donde SFC
disminuy6é al incrementar la velocidad de enfriamiento. Este resultado podria estar
relacionado con el tiempo durante el cual ocurre la organizacién molecular previa al comienzo
de la nucleacién. A 0,1 °C/min, las moléculas pueden tener mas tiempo para interactuar y
formar mayor cantidad de cristales, en comparacion con la cristalizacién a 10 °C / min.

La temperatura de almacenamiento modificé el SFC en las muestras OG3 enfriadas
a 10 °C/min y en las muestras OG6. Para las muestras OG3-10-con US, la combinacién de
la aplicacion de US y el almacenamiento a 25 °C favorecié la induccién de la cristalizacion,
donde el bajo grado de subenfriamiento en el sistema permitié que continuara cristalizando
hasta igualar el nivel logrado a baja velocidad de enfriamiento (Toro-Vazquez y col., 2007).
En cambio, para ambas velocidades de enfriamiento y condiciones de sonicacion, el
almacenamiento de OG6 a 5°C caus6 un incremento de SFC comparado con Ts= 25°C,
sugiriendo que estas muestras tuvieron la fuerza impulsora necesaria, dada por la presencia
de mayor cantidad de material cristalizable en el sistema, para continuar cristalizando a baja

Ts. Este efecto fue también observado en AHw (seccion 6.4.3.2).
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Figura 6.13. Contenido de sélidos (SFC, %) de oleogeles almacenados durante 24 h a distintas
temperaturas (Ts= 5 y 25 °C) como funcién de la concentracion de monoglicéridos (MG (%p/p)) y la
velocidad de enfriamiento, y sin y con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) ) 10 °C/min, Ts=
25°C; (C) 0,1 °C/min, Ts=5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C. Los valores promedio representados con letras
mindsculas distintas para cada velocidad de enfriamiento (0,1 0 10 °C/min) y Ts (25 0 5 °C) indican que
las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05), mientras que los valores promedio con letras
mayusculas distintas para cada concentracion de MG, condicion de sonicacién y Ts indican que las
muestras son significativamente diferentes (p < 0,05). Letras griegas distintas entre muestras
almacenadas a 25 0 5 °C, para una misma concentracion de MG, condicion de sonicacioén y velocidad

de enfriamiento, indican que las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05).

6.4.3.5 Polimorfismo

Las muestras no sonicadas mostraron la forma polimérfica B', con sus picos
caracteristicos en 3,8y 4,2 A (Tabla 6.6). Resultados similares fueron reportados en oleogeles
de aceite de higado de bacalao y MG (Da Pieve y col., 2011). Los cristales ' son reconocidos
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por proveer la estructura suave/lisa caracteristica de las margarinas, y por lo tanto es la forma
polimoérfica deseada en los oleogeoles obtenidos con el objetivo de sustituir a los shortenings
(Ferroy col., 2019). La aplicacion de US no cambié el polimorfismo en las muestras OG3. Sin
embargo, en la concentracion mas alta de MG, la sonicacion promovié la formacién de la
forma polimorfica B (d=4,6 A) y la coexistencia de las formas B' y B. Debido a que no se
observé fraccionamiento en los perfiles térmicos de los oleogeles durante el calentamiento
(Figura 6.9), es probable que la forma ' se haya mantenido como la predominante en todas
las muestras. No se observaron cambios en el polimorfismo debido a la velocidad de

enfriamiento y a Ts, en concordancia con Da Pieve y col. (2011).

Tabla 6.6. Distancia entre los planos de la red cristalina (d) en oleogeles con distinta concentracion de
monoglicéridos (OG3 y OG6) obtenidos bajo distintas condiciones de procesamiento y temperatura de

almacenamiento (Ts=25 o 5 °C).

Muestra’” d (A) Forma polimérfica
s=25°
0G3-0,1-sin US 3,74 -3,93-4,31 B'
0G3-10-sin US 3,75-3,94 - 4,28 B'
0G3-0,1-con US 3,85-4,34 B'
0OG3-10-con US 3,72-3,91-4,29 B'
0G6-0,1-sin US 3,73-3,90-4,29 B'
0G6-10-sin US 3,73-3,91-4,31 B'
0G6-0,1-con US 3,89-4,31-4,55 B'-B
0G6-10-con US 3,80-4,33-4,52 B-B
Ts=5°C
0G3-0,1-sin US 3,45-3,74 - 4,29 B'
0G3-10-sin US 3,74 -3,94 - 4,28 B'
0G3-0,1-con US 3,58-3,72-3,90 B'
0G3-10-con US 3,33-3,73-3,93-4,30 B'
0G6-0,1-sin US 3,73-3,92 B'
0G6-10-sin US 3,74-3,92-4,28 B'
0G6-0,1-con US 3,94 - 4,54 B'
0G6-10-con US 3,75- 3,94 - 4,28 - 4,55 B-B

*Ver Tabla 6.4 para la descripcion de la nomenclatura de las muestras.
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6.4.3.6 Propiedades de textura

La dureza (DU) de las muestras sonicadas almacenadas a 25 °C fue
significativamente mayor que la correspondiente a las no sonicadas, y este incremento fue
mayor en las muestras enfriadas a 0,1 °C/min en comparacién con aquellas enfriadas a 10
°C/min (Figura 6.14). Este incremento en la dureza puede ser atribuido a los cristales mas
pequefios generados por la aplicacion de US, los cuales tienen mayor area de contacto y por
ende contribuyen a una estructura mas dura comparada con la red formada por cristales de
mayor tamafio. Las muestras OG3-0,1-sin US no mostraron una red bien estructurada y
fluyeron luego de 24 h de almacenamiento a 25 °C (Figura 6.11), mientras que las
correspondientes obtenidas con US no fluyeron, mostrando una estructura de tipo semisolido.
Ademaés, se obtuvo el mismo nivel de DU en oleogeles formulados con 3 %p/p de MG usando
US comparados con aquellos oleogeles no sonicados preparados con 6 %p/p de MG, y se
lograron valores mayores de DU en oleogeles sonicados con 4,5 %p/p de MG (0,24+0,03 N)
en comparacion con los no sonicados formulados con 6 %p/p (0,06£0,00 N) (Figura 6.14-A).
El aumento en la velocidad de enfriamiento mejoré la dureza de los oleogeles obtenidos sin
aplicacion de US, en concordancia con Ojijo y col. (2004a). Para las muestras sonicadas, esta
tendencia solo se encontré en OG3, mientras que no se encontraron diferencias significativas
en los valores de DU de las muestras OG4,5 y OG6 debido a la velocidad de enfriamiento.
Esto resulta asi porque el US incremento la dureza de las muestras enfriadas a 0,1 °C/min en
mayor porcentaje que en las enfriadas a 10 °C/min, siendo incrementada con la aplicacién de
US desde 0,03+0,00 hasta 0,25+0,03 N y desde 0,06+£0,00 hasta 0,41+0,01 N, y desde
0,14+0,01 hasta 0,26+0,02 N y desde 0,29+0,03 hasta 0,49+0,05 N, para las muestras OG4,5

y OGB6, respectivamente.
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Figura 6.14. Dureza (DU) de oleogeles almacenados durante 24 h a distintas temperaturas (Ts=5y 25
°C) como funcidn de la concentracion de monoglicéridos (MG (%p/p)) y la velocidad de enfriamiento, y
sin y con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) ) 10 °C/min, Ts= 25 °C; (C) 0,1 °C/min, Ts=5
°C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C. Los valores promedio representados con letras minUsculas distintas para
cada velocidad de enfriamiento (0,1 o 10 °C/min) y Ts (25 o 5 °C) indican que las muestras son
significativamente diferentes (p < 0,05), mientras que los valores promedio con letras mayusculas
distintas para cada concentracion de MG, condicion de sonicacién y Ts indican que las muestras son
significativamente diferentes (p < 0,05). Letras griegas distintas entre muestras almacenadas a 25y 5
°C para una misma concentracién de MG, condicion de sonicacién y velocidad de enfriamiento indican

gue las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05).

La dureza de los oleogeles almacenados a 5 °C fue significativamente mas alta que
la correspondiente a los almacenados a 25 °C para todas las condiciones de procesamiento
testeadas. La mayor dureza de los oleogeles enfriados hasta 5 °C y almacenados por 24 h a

dicha temperatura, podria ser el resultado de organizaciones estructurales mas eficientes,

199 |



Capitulo 6: Aplicacion de ultrasonido en la obtencién de oleogeles

con interacciones no-covalentes mas fuertes, y/o que los oleogeles almacenados a 5 °C se
encuentran en un estado energético lo suficientemente bajo como para mantener la
organizacion de la red cristalina lograda durante el almacenamiento por 24 h, pero ademas,
también podria ser el efecto de una mayor cantidad de material cristalizado debido a un
incremento en la fuerza impulsora para la cristalizacion. Sin embargo, el SFC no cambi6
significativamente con Ts en algunas muestras, sugiriendo que otras propiedades fisicas,
como la microestructura y/o las interacciones, determinan la dureza de las muestras.

La aplicacion de US incrementd la adhesividad de las muestras enfriadas tanto a 0,1
como a 10 °C/min, y almacenadas a 25 °C, siendo mayor el incremento en aquellas
cristalizadas a 0,1 °C/min (Tabla 6.7). Este resultado sugiere que la aplicacion de US generé
mas interacciones entre los cristales de MG (en concordancia con los resultados de reologia
descriptos en la seccién 6.4.3.7) que pudieron modificar la adhesividad de la red cristalina. El
incremento en la velocidad de enfriamiento produjo un aumento en la AD de las muestras
almacenadas a 25 °C, lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos para la DU,
excepto para las muestras OG3-con US, donde probablemente la aplicacion de US gener6
un arreglo molecular con mayor grado de desorden debido a la presencia de interacciones
cristal-cristal mas débiles, evidenciadas por los valores de elasticidad mas bajos (seccion
6.4.3.7).

Al disminuir Ts, la AD se increment6 comparada con los valores obtenidos luego del
almacenamiento a 25°C, lo cual estuvo en concordancia con Ogitci y Yilmaz (2014) en su
estudio de oleogeles de ceras, MG y aceite de oliva. Una excepcion a este comportamiento
se encontré en las muestras OG6-10-sin US y OG6-10-con US, las cuales no mostraron

diferencias significativas en la AD debido a la disminucién de Ts.
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de procesamiento a distintas temperaturas de almacenamiento (Ts, 5 0 25°C).

Muestra’

AD (N.s)

Cco

5°C

25°C

5°C

25°C

0G3-0,1-sin US

1,53+0,21°Ac

*xeBf

0,40+0,032bAa

*xcBB

0G3-10-sin US

0,61+0,07¢Ba

0,24+0,03%8

0,40+0,02048

0,50+0,032bAa

0G3-0,1-con US

2,0540,49cAc

0,92+0,10°48

0,42+0,03286

0,740,04%Ac

0OG3-10-con US

2,55+0,17bAa

0,37+0,03¢8F

0,52+0,032Aa

0,55+0,0328a

0G4,5-0,1-sin US nd 0,02+0,01¢8 nd 0,52+0,05°A
0G4,5-10- sin US nd 1,66+0,1094 nd 0,51+0,06204
0G4,5-0,1-con US nd 1,60+0,1308 nd 0,47+0,05A
0G4,5-10-con US nd 2,66+0,09¢A nd 0,50+0,00204

0G6-0,1-sin US

4,29+0,51bAc

0,45+0,03¢956

0,37+0,0120A8

0,49+0,06PAc

0G6-10-sin US

4,80+1,332Ac

3,4940,18PAa

0,3710,07bAa

0,42+0,04bcAd

0G6-0,1-con US

6,0710,673Ac

3,69+0,64286

0,30+0,02¢A8

0,44+0,03bAa

0G6-10-con US

5,32+1,3028a

4,33+0,213Ad

0,24+0,05¢A8

0,41+0,03¢Ac

Los valores se muestran como el promedio + desviacidén estandar de tres réplicas. Para cada velocidad
de enfriamiento (0,1 o 10 °C/min) y temperatura de almacenamiento (Ts) los valores promedio con la
misma letra mindscula entre concentraciones y condicién de sonicacion (sin US y con US) no son
significativamente diferentes (p > 0,05). Los promedios representados con letra mayuscula diferente
entre velocidades de enfriamiento (0,1 y 10 °C/min) para cada condicién de sonicacion, Ts y
concentracién indican que las muestras son estadisticamente diferentes (p < 0,05), mientras que
aquellos con la misma letra griega entre condiciones de procesamiento medidas a Ts= 25y 5 °C para
cada velocidad de enfriamiento, concentracion, y condicidon de sonicacion, no son significativamente
diferentes (p > 0,05). *Ver Tabla 6.4 para la descripcion de la nomenclatura de las muestras; **estas

muestras no gelificaron, por lo cual no se midié su textura; nd: no determinada.

En general, a Ts=25 °C, la aplicacion de US no modificé significativamente la
cohesividad (CO) de los oleogeles. Como se mencioné anteriormente (seccién 6.3.5), la CO
se calcula mediante el cociente A3/Al. En este estudio, ambos parametros incrementaron
con el uso de US, lo que significa que la sonicacion permitio fortalecer la estructura de la red
cristalina. Sin embargo, debido a que el incremento en Al y A3 fue similar, la cohesividad
practicamente no fue afectada. La velocidad de enfriamiento solo afect6 la CO en los
oleogeles formulados con la menor concentracion de MG. Se observd un incremento en la

CO de las muestras OG3-10-sin US comparadas con OG3-0,1-sin US almacenadas a 25 °C,
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mientras que el incremento en la velocidad de enfriamiento produjo una disminucion en la CO
en las muestras OG3 sonicadas almacenadas a 5 °C.

Contrariamente a lo observado en la dureza, los oleogeles almacenados a 5 °C
mostraron, en general, valores de cohesividad significativamente menores que aquellos
almacenados a 25 °C. Los mayores valores de dureza encontrados en las muestras
sonicadas cristalizadas a 10 °C/min y almacenadas a 5 °C pueden explicar esta disminucién

en la cohesividad.

6.4.3.7 M6dulo elastico

La aplicacion de US incrementd significativamente el mddulo elastico (G") de los
oleogeles OG4,5 y OG6 obtenidos a ambas velocidades de enfriamiento almacenados a 25
°C, lo que sugiere que la sonicacion permite desarrollar una estructura cristalina mas elastica
(Figura 6.15). Estos resultados son consistentes con los observados en el analisis de la
microestructura: se detectdé una reduccion en el tamafio de los cristales presentes en las
muestras sonicadas, mejorando las interacciones cristal-cristal e incrementando asi la
elasticidad de estos materiales. Este hallazgo también fue reportado por Toro-Vazquez y col.
(2007). La excepcién a este comportamiento se encontrd para las muestras OG3 enfriadas a
10 °C/min, donde G' no cambi6 debido a la aplicacién de US. Esto podria deberse a que la
disminuciéon en L. observada para esta condicién no fue suficiente como para cambiar
significativamente la elasticidad de la red cristalina. EI mayor incremento en G' debido a la
sonicacion se observd para las muestras OG6, y esto podria estar relacionado con la
presencia de una pequefia cantidad de cristales presentes en la forma polimorfica B (como

se describi6 en la seccién 6.4.3.5).
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Figura 6.15. Médulo elastico (G’) de oleogeles almacenados durante 24 h a distintas temperaturas (Ts=
5y 25 °C) como funcién de la concentracion de monoglicéridos (MG (%p/p)) y la velocidad de
enfriamiento, y sin y con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) ) 10 °C/min, Ts= 25 °C; (C) 0,1
°C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C. Los valores promedio representados con letras minUsculas
distintas para cada velocidad de enfriamiento (0,1 0 10 °C/min) y Ts (25 0 5 °C) indican que las muestras
son significativamente diferentes (p < 0,05), mientras que los valores promedio con letras mayusculas
distintas para cada concentracion de MG, condicion de sonicacién y Ts indican que las muestras son
significativamente diferentes (p < 0,05). Letras griegas distintas entre muestras almacenadas a 25y 5
°C para una misma concentracién de MG, condicion de sonicacidn y velocidad de enfriamiento indican

gue las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05).

Si bien el SFC permanecio sin cambios o disminuyd con el aumento en la velocidad
de enfriamiento, G' se incrementd. Este resultado estuvo en concordancia con lo reportado
por Dibildox-Alvarado y col. (2004). De manera similar, al disminuir la Ts desde 25 a 5 °C, los
valores de G' incrementaron. La mayor elasticidad se obtuvo para la concentracion de MG
mas alta a Ts= 5 °C, tanto procesando a 0,1 °C/min con US como a 10 °C/min sin US. Durante

el almacenamiento a 5 °C, las muestras OG6 parecieran presentar un mayor orden en su
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nivel estructural, lo que sumado a la mayor cantidad de sélidos (evidenciado por el incremento
observado tanto en SFC como en AHw), de las mismas explicaria el incremento de la
elasticidad de la red. Pérez-Martinez y col. (2005) demostraron que el comportamiento
elastico de la red cristalina formada en mezclas de manteca de cacao y aceites vegetales
esti asociado con la cantidad de material cristalizado (SFC y AHw), y que esta relacion es
directa cuando la forma polimérfica predominante es la 3. Esto ultimo también concuerda con

los resultados encontrados en este trabajo (seccion 6.4.3.5)

6.4.3.8 Capacidad de retencién de aceite

La capacidad de retencion de aceite se incrementd significativamente con la
aplicacién de US a ambas velocidades de enfriamiento luego del almacenamiento a Ts=25 °C
(Figura 6.16), en concordancia con los resultados reportados por Sharifi y col. (2018). El
mayor incremento en OBC debido a la sonicacion se observé para las muestras enfriadas a
0,1 °C/min; este incremento disminuyé a medida que la concentracion de MG aumento,
siendo de 59,5, 47,3, y 32,8 % para las muestras OG3, 0G4,5, y OG6, respectivamente.
Estos resultados sugieren la existencia de un comportamiento sinérgico entre la disminucién
de la velocidad de enfriamiento desde 10 hasta 0,1 °C/min y la aplicacion de US, influenciando
positivamente la formacién de una red cristalina mas efectiva para estructurar el aceite liquido.
La velocidad de enfriamiento baja permitié desacelerar el proceso de cristalizacion previo a
la aplicacién de US (esto fue observado visualmente), en comparacion con la velocidad alta
y, por lo tanto, se logr6 un mayor efecto de la sonicacion en la estructura del material. Por
otro lado, se obtuvieron valores similares de OBC en las muestras sonicadas 0G4,5 y OG6
enfriadas a 0,1 °C/min, lo cual no fue logrado con las condiciones estudiadas en la Seccién
6.3.1, lo que demuestra que seria posible reducir la cantidad de MG usada en la formulacion
de oleogeles sin causar la pérdida de las propiedades fisicas deseadas. Estos resultados
concuerdan con los encontrados en la dureza, elasticidad y microestructura: las muestras con
menor L. mostraron valores mas altos de DU y G', ademéas de presentar mayor OBC.
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Figura 6.16. Porcentaje de capacidad de retencion de aceite (OBC) de oleogeles almacenados durante
24 h a distintas temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como funcién de la concentracion de monoglicéridos (MG
(%p/p)) y la velocidad de enfriamiento, y sin y con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) ) 10
°C/min, Ts= 25 °C; (C) 0,1 °C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C. Los valores promedio
representados con letras mindsculas distintas para cada velocidad de enfriamiento (0,1 o 10 °C/min) y
Ts (25 0 5 °C) indican que las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05), mientras que los
valores promedio con letras mayuUsculas distintas para cada concentracion de MG, condiciéon de
sonicacion y Ts indican que las muestras son significativamente diferentes (p < 0,05). Letras griegas
distintas entre muestras almacenadas a 25y 5 °C para una misma concentracion de MG, condicion de

sonicacién y velocidad de enfriamiento indican que las muestras son significativamente diferentes (p <

0,05).

En general, a Ts=25 °C, OBC se incremento significativamente con el aumento de la
velocidad de enfriamiento en las muestras no sonicadas. Sin embargo, las muestras
sonicadas obtenidas a 10 °C/min mostraron valores de OBC mas bajos (OG3, 0G4,5) o
similares (sin diferencias significativas, OG6) comparadas con las correspondientes

procesadas a 0,1 °C/min. Como se mencion0 anteriormente, el tamafio de cristales presentes
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en la red puede influenciar la capacidad de retencién de aceite de la misma (seccién 6.3.1).
La presencia de cristales de menor tamafio en las muestras sonicadas OG3-0,1 y OG4,5-0,1
(Figura 6.11) permitié obtener mayores valores de OBC, lo cual podria asociarse al posible
incremento en la superficie cristalina disponible para atrapar el aceite, sumado a la probable
presencia de mas interacciones que conducirian a la obtencion de una estructura més fuerte
(Blake y Marangoni, 2015), comparada con la red formada por cristales de mayor tamafio
evidenciada en los oleogeles procesados a 10 °C/min, la cual presenté menor OBC. En la
concentracion de MG mas alta, la diferencia leve encontrada en L. pareciera no influenciar la
capacidad de retencion de aceite de la red cristalina.

El almacenamiento de los oleogeles a una menor temperatura incrementé la OBC,
observandose el mayor cambio en las muestras OG3-0,1-sin US. El valor mas alto de OBC
encontrado para las muestras almacenadas a 5 °C fue para los oleogeles sonicados (OG3-

0,1-con US y OG6-10-con US).

6.5 Conclusiones

Este trabajo demuestra que la velocidad de enfriamiento, la concentracion de
monoglicéridos y la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (US) podrian ser usadas como
herramientas potenciales para adaptar las propiedades fisicas de oleogeles de
monoglicéridos y aceite de girasol alto oleico.

Al evaluar los resultados de las propiedades de los oleogeles obtenidos mediante un
proceso de enfriamiento con velocidad controlada hasta la condicion de almacenamiento,
junto con la aplicacién de US realizada al percibir la aparicion de los primeros cristales, se
observo que el aumento en la velocidad de enfriamiento permiti6 mejorar la estructura de la
red que compone el oleogel, mostrando un aumento en su capacidad de retencién de aceite
para todas las concentraciones ensayadas, y mejorando la dureza y elasticidad para la mayor
concentracion de monoglicéridos usada. A tiempo inicial, se encontraron valores de entalpia

de fusién y de contenido de sdlidos mayores como consecuencia de una velocidad de
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enfriamiento mas alta. Las temperaturas de inicio de fusion y de pico se incrementaron con
el aumento en la concentracion de monoglicéridos y no se vieron afectadas ni por la velocidad
de enfriamiento ni por el tiempo de almacenamiento. Los resultados de los ensayos térmicos,
de reologia y microscopia confirmaron la ocurrencia de un reordenamiento microestructural
en la red durante el almacenamiento de los oleogeles a 25 °C durante 24 h, lo cual afecto las
propiedades de textura de los mismos. En general, la aplicacién de US en las condiciones
descriptas arriba no afecto significativamente el comportamiento térmico de los oleogeles. En
la concentracién mas alta de agente estructurante usada, la aplicacién de ultrasonido resulté
ser mas eficiente en el incremento de la capacidad de retencidn de aceite y de la dureza de
la red cuando el enfriamiento tuvo lugar a baja velocidad.

Por otro lado, con el fin de mejorar el proceso de obtencién de oleogeles empleando
US, se empled un método alternativo que contempla la aplicacion de US cuando el valor de
la cristalinidad reducida alcanza el 48% y el enfriamiento posterior sin control de la velocidad.
En este caso se observé que la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad modificé el
proceso de cristalizacion de los monoglicéridos y redujo el tamafio de cristales obtenidos para
todas las concentraciones evaluadas, siendo mas efectiva cuando previamente se utiliza una
velocidad de enfriamiento lenta y bajo condiciones de almacenamiento a 5 °C. La reduccién
en el tamafio de cristales permitié la formacién de una red cristalina mas fuerte, lo que estaria
relacionado con mayor niumero de interacciones cristal-cristal, y mayores valores de dureza
y elasticidad, permitiendo atrapar efectivamente el aceite liquido incluso con la concentracion
mas baja de monoglicéridos. Adema4s, resulta importante destacar que se logro la misma
capacidad de retencién de aceite en oleogeles sonicados obtenidos a 0,1 °C/min con 4,5 %p/p
de monoglicéridos en comparacion con oleogeles procesados bajo las mismas condiciones
pero formulados con mayor concentracion de agente estructurante (6 %p/p). De esta manera,
la aplicacion de ultrasonido de alta intensidad permitié disminuir la cantidad de grasas
saturadas en los oleogeles manteniendo las propiedades fisicas deseadas, el cual era uno

de los objetivos de este estudio.
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CONCLUSIONES
GENERALES Y
TRABAJO FUTURO

En la presente tesis se estudid la formulacion de oleogeles de monoglicéridos y
aceites vegetales. Los monoglicéridos con contenido elevado de &acidos grasos saturados
resultaron ser estructurantes efectivos de los aceites utilizados, especialmente del de girasol
alto oleico, para el que se requirié la menor concentracion de agente estructurante para lograr
su gelificacién, en comparacion con los aceites de maiz, girasol y soja. Ademas, los oleogeles
formulados con aceite de girasol alto oleico fueron los que mostraron los mayores valores de
dureza y capacidad de retencion de aceite.

Los disefios de experimentos aplicados permitieron evaluar el efecto de distintas
variables de procesamiento de los oleogeles (concentracion de monoglicéridos, temperatura
de preparacion, velocidad de agitacion y temperatura de enfriamiento) sobre su capacidad de
retencion de aceite y sus principales parametros reoldgicos y de textura, con el fin de analizar
su potencial aplicacion como sustitutos de una materia grasa comercial seleccionada como
producto modelo. Los resultados obtenidos a partir de los disefios de experimentos y de los
andlisis de las superficies de respuesta presentados en el Capitulo 3, indicaron que la
concentracion de agente estructurante y la temperatura de enfriamiento (e indirectamente, la
velocidad de enfriamiento) son los pardmetros de preparacion que mayor influencia presentan
sobre las propiedades finales de estos materiales. En lo que se refiere a la evaluacion del

potencial de los oleogeles como sustitutos de la materia grasa comercial seleccionada, se
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observé que fue posible lograr valores similares del modulo elastico y de dureza, ademas de
presentar alta retencion de aceite, mientras que los valores de adhesividad y cohesividad
resultaron ser mas bajos. Como aspectos innovadores de este trabajo se pueden destacar el
uso de modelos matematicos que permiten describir el comportamiento del material en todo
el rango analizado de las variables de preparacion, teniendo en cuenta la influencia de las
posibles interacciones entre las mismas sobre las respuestas analizadas. Estas interacciones
no han sido consideradas en estudios similares reportados en bibliografia, y en el Capitulo 3
ha quedado demostrado que varias interacciones afectan significativamente el
comportamiento del sistema estudiado.

Los oleogeles obtenidos empleando el método de optimizaciéon multirespuesta, a partir
de dos conjuntos de condiciones de procesamiento diferentes, mostraron una reduccion en
su contenido de grasa saturada de al menos 29% respecto a la materia grasa comercial
considerada, por lo cual fue posible el desarrollo de sustitutos de la misma que presentan
funcionalidad similar y un perfil nutricional mejorado, siendo este uno de los principales
objetivos de esta tesis. Estos materiales mostraron propiedades atractivas desde distintos
puntos de vista, posibilitando en uno de los casos el uso de menor cantidad de estructurante
en la formulacion, y por ende menor contenido de &cidos grasos saturados, y en el otro, la
preparacion de los oleogeles a temperatura ambiente, lo que permite una reduccién en el
consumo energético. Por ello, para la evaluacion de los oleogeles como sustitutos grasos en
un producto panificado dulce, se utilizaron ambas formulaciones optimizadas.

Se demostré que los oleogeles desarrollados poseen un gran potencial para
reemplazar la materia grasa que habitualmente se utiliza en la formulaciéon de magdalenas.
Independientemente de cual de los 2 oleogeles optimizados fue usado, se obtuvieron
magdalenas con propiedades fisicoquimicas similares a las de las magdalenas formuladas
con la materia grasa comercial seleccionada. En general, el reemplazo de grasa con los
oleogeles de monoglicéridos optimizados tuvo un efecto positivo en la calidad y el perfil
nutricional de las magdalenas elaboradas, destacandose que se obtuvo una reduccion
significativa en su contenido de grasa saturada. La utilizacidbn de estos materiales en
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magdalenas permitié obtener productos con dureza similar, mostrando coloraciones menos
amarillentas y menos rojizas tanto en la corteza como en la miga del producto. Por otro lado,
se evidencié una estructura menos compacta, mostrando mayor expansibilidad y volumen
especifico, siendo estos aspectos deseados desde el punto de vista comercial. Ademas, se
demostré que los oleogeles optimizados pueden ser usados para disminuir la migracion de
aceite en magdalenas, ya que los productos formulados con oleogeles optimizados
presentaron una reduccién de la pérdida de aceite de alrededor del 50% luego de 10 dias de
almacenamiento, en comparacién con aquellas formuladas con la materia grasa comercial. A
partir del analisis sensorial, se evidencid que las magdalenas formuladas con oleogeles
presentaron mayor nivel de aceptabilidad por parte de los consumidores respecto de su
aspecto, color y puntaje global, en comparacién con aguellas elaboradas con la materia grasa
comercial. No se observaron diferencias significativas entre la mismas respecto a su sabor, y
ambas magdalenas fueron aceptadas por los consumidores.

El ensayo de estabilidad realizado sobre uno de oleogeles optimizados (el de menor
contenido de agente estructurante) en un periodo de almacenamiento de ocho semanas a 5
°C permiti6 demostrar que este material fue muy estable durante las primeras tres semanas
de almacenamiento. Al analizar las propiedades fisicoquimicas obtenidas en el total del
tiempo de almacenamiento estudiado, no se observaron diferencias en el comportamiento
térmico de los oleogeles, mientras que se evidencié una disminucion tanto en el médulo
elastico como en la retencién de aceite y en la distribucién del tamafio de cristales. Ademas,
se encontraron cambios en el color de los oleogeles, aunque éstos no serian perceptibles por
el ojo humano. La dureza fue el parametro que mostr6 mayor variacion, reduciéndose a la
mitad desde el valor inicial hasta el final. A partir del andlisis del polimorfismo presente en los
oleogeles, se detectd la presencia de la forma B', lo cual favoreceria el potencial de estos
oleogeles como sustitutos grasos al ser esta la forma polimérfica deseada en materiales que
pretenden reemplazar la funcionalidad de margarinas. Ademas, no se observaron cambios

en las caracteristicas polimorficas de los oleogeles en el periodo de almacenamiento
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evaluado. Por otro lado, todos los oleogeles presentaron valores muy bajos del indice de
peroxidos, demostrando su gran estabilidad oxidativa.

Respecto a la aplicaciébn de ultrasonido de alta intensidad en la formulacion de
oleogeles, se demostré que la combinacién entre variaciones en la velocidad de enfriamiento
durante el procesamiento y la aplicacién de ultrasonido de alta intensidad resulté ser una
herramienta eficaz para modificar las propiedades fisicas de oleogeles de monoglicéridos
saturados y aceite de girasol alto oleico. En una primera instancia se evaluo la aplicaciéon de
ultrasonido al detectar la aparicion de los primeros cristales, controlando la velocidad de
enfriamiento durante todo el proceso de obtencion de oleogeles. Los resultados obtenidos
mostraron que, para todas las concentraciones de monoglicéridos ensayadas, iguales o
menores a las empleadas previamente, la capacidad de retencion de aceite se incrementd al
aumentar la velocidad de enfriamiento. La dureza y la elasticidad mejoraron para la mayor
concentracion de estructurante utilizada, como consecuencia de una velocidad de
enfriamiento elevada, ademas de observarse valores mayores de entalpia de fusion y
contenido de solidos a tiempo inicial. Luego del almacenamiento de los oleogeles a 25 °C
durante 24 h, fue posible evidenciar, mediante el analisis de microscopia, reologia y
comportamiento térmico, un reordenamiento microestructural en la red de los oleogeles, lo
cual afectd sus propiedades de textura, disminuyendo el efecto positivo obtenido inicialmente
por la aplicacion de US en las condiciones hasta acé estudiadas. En general, la aplicacion de
ultrasonido en las condiciones correspondientes a esta primera instancia no afectd
significativamente el comportamiento térmico de los oleogeles. La sonicacion resulté ser mas
eficiente en el incremento de la capacidad de retencién de aceite y de la dureza de la red en
la concentracion mas alta y cuando el proceso de enfriamiento tuvo lugar a baja velocidad.
En una segunda instancia, y con el objetivo de lograr propiedades mejoradas de los oleogeles
obtenidos mediante la aplicacibn de ultrasonido, se evalu6 un método alternativo de
preparacion, en el cual la sonicacion se llevo a cabo al alcanzarse un 48% de cristalinidad,
mientras que el proceso de enfriamiento posterior se realizé sin control de velocidad. Como
consecuencia de este método alternativo, se logré que la aplicacion de ultrasonido de alta
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intensidad modifique el proceso de cristalizacién de los monoglicéridos, reduciendo el tamafio
de los cristales obtenidos para todas las concentraciones de monoglicéridos ensayadas. Esta
reduccion resulté ser mas eficiente a velocidad de enfriamiento baja y almacenamiento a 5
°C, condiciones donde también se logré obtener mayores valores de dureza y elasticidad,
ademds de permitir la efectiva retencion de aceite, incluso con la concentracién mas baja de
monoglicéridos. La sonicacion no modificd el polimorfismo en las muestras con baja
concentracion de agente estructurante, promoviendo la formacién de la forma polimorfica f3'.
En cambio, en presencia de mayor concentracibn de estructurante, la aplicacion de
ultrasonido promovié también la formacion de la forma cristalina B, es decir, la coexistencia
de las formas B'y B. Ademas, para todas las concentraciones de monoglicéridos ensayadas,
fue posible lograr una elevada capacidad de retencién de aceite en oleogeles obtenidos
mediante aplicacion de ultrasonido especialmente a baja velocidad de enfriamiento. Asi, la
sonicacion permitié disminuir la cantidad de estructurante utilizados en la formulacion de los
oleogeles de aceite de girasol alto oleico y monoglicéridos manteniendo las propiedades
fisicas deseadas, cumpliendo de esta manera con uno de los objetivos principales de este
trabajo.

En funcion de los resultados obtenidos en la realizacion de la presente tesis, se
sugieren, a continuacion, posibles trabajos a futuro a desarrollar.

Dado que se reconoce la necesidad de realizar estudios respecto al comportamiento
de los oleogeles dentro de la matriz alimenticia de aplicacién, y con el objetivo de analizar las
interacciones de estos materiales con el resto de los ingredientes atendiendo al analisis de la
estabilidad del producto final, se propone evaluar el efecto de la incorporacién de los
oleogeles almacenados durante distintos tiempos en magdalenas, a fin de determinar si las
diferencias encontradas afectan las propiedades del producto final. Ademas, llevar a cabo
una investigacion mas profunda para explorar las interacciones complejas entre todos los
ingredientes y su relacidon con los cambios fisicos que ocurren durante el almacenamiento en
magdalenas que incorporaron oleogeles en su formulacion, como asi también evaluar si los
efectos positivos encontrados se mantienen con el transcurso del mismo. Por otro lado, es
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importante destacar que los oleogeles utilizados en este trabajo sélo contienen aceite y
agente estructurante, es decir, no poseen aditivos (colorantes, resaltadores del sabor, etc.).
Esto permite pensar en la posibilidad de mejorar ain mas las caracteristicas organolépticas
de las magdalenas formuladas con estos sustitutos grasos mediante la incorporacion de
aditivos que mejoren el color y el sabor del producto final.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el Capitulo 5, y con el fin de evitar la
disminucion drastica de la dureza de los oleogeles durante el almacenamiento, se propone
evaluar a futuro la inclusion de un segundo agente estructurante en la formulacion de estos
materiales. De esta manera, se podria analizar los efectos sinérgicos que pudiesen existir
entre distintas moléculas de naturaleza quimica diferente, con la hipétesis de que el
sinergismo podria permitir alcanzar las propiedades de dureza que no pudieron ser logradas
mediante la estructuracion del aceite de girasol alto oleico con los monoglicéridos empleados
en periodos prolongados de almacenamiento.

Por dltimo, en base a los resultados obtenidos en el Capitulo 6, se propone optimizar
las condiciones de aplicacién de ultrasonido de alta intensidad sobre el procesamiento de
oleogeles con el fin de minimizar la cantidad de agente estructurante y explorar en mayor
detalle la relacion entre el mecanismo de cristalizacion de los monoglicéridos utilizados y la
sonicacion, como asi también determinar el efecto del uso de ultrasonido a diferentes

temperaturas y con la adicién de otros componentes.
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Dureza (DU) de los oleogeles a lo largo del tiempo durante un periodo de
almacenamiento de 8 semanas a 5 °C. Valores promedio representados
con una letra en comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Procedimiento experimental para la preparacion de oleogeles de
monoglicéridos (MG) y aceite de girasol alto oleico (GAO) con aplicacién
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de procesamiento: sin ultrasonido (sin US), a t=0 h (inicial) (A) y t=24 h
(final) (B), y con ultrasonido, a t=0 h (inicial) (C) y t=24 h (final) (D).
Dureza (DU) (A, B), Adhesividad (AD) (C, D) y Cohesividad (CO) (E, F)
de oleogeles con diferente concentracién de monoglicéridos (MG) como
funcion de la velocidad de enfriamiento y sin ultrasonido (sin US) y con
ultrasonido (con US), luego del almacenamiento durante 24 h.
Fotomicrografias con luz polarizada de oleogeles (OG3, OG4,5 y OG6)
obtenidos sin aplicar ultrasonido de alta intensidad con diferentes
concentraciones de monoglicéridos (MG (%p/p)) y velocidades de
enfriamiento (0,1 and 10 °C/min), a tiempo inicial y final. Las imagenes
fueron tomadas con una magnificacion de 10X. L¢: longitud de cristales;
S: span.

Fotomicrografias con luz polarizada de oleogeles (OG3, 0G4,5 y OG6)
obtenidos mediante aplicacién de ultrasonido de alta intensidad con
diferentes concentraciones de monoglicéridos (MG (%p/p)) y velocidades
de enfriamiento (0,1 and 10 °C/min), a tiempo inicial y final. Las
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Figura 6.8

Figura 6.9

Figura 6.10

Figura 6.11

Figura 6.12

Figura 6.13

Figura 6.14

Figura 6.15

Figura 6.16

imagenes fueron tomadas con una magnificacion de 10X. Lc: longitud de
cristales; S: span.
Procedimiento experimental para la preparacion de oleogeles con

aplicacion de ultrasonido de alta intensidad (US): método alternativo.

Termogramas obtenidos durante el calentamiento de oleogeles
almacenados durante 24 h a distintas temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como
funcién de la concentracién de monoglicéridos (MG (%p/p) (OGS3: curvas
de color gris, OG6: curvas de color negro) y la velocidad de enfriamiento,
y sin y con ultrasonido (US) (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) ) 10 °C/min,
Ts= 25 °C; (C) 0,1 °C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C.

Entalpia de fusién (AHw, J/g) de oleogeles almacenados durante 24 h a
distintas temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como funcién de la concentracion
de monoglicéridos (MG (%p/p)) y la velocidad de enfriamiento, y sin'y
con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) 10 °C/min, Ts= 25 °C;
(C) 0,1 °C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C.

Fotomicrografias con luz polarizada (principales) e imagenes de la
apariencia visual (en lado inferior derecho de cada imagen principal) de
oleogeles (OG3, OG4,5 y OG6) obtenidos con diferentes
concentraciones de monoglicéridos, velocidades de enfriamiento (0,1
and 10 °C/min) y condiciones de sonicacién (sin ultrasonido (sin US) y
con ultrasonido (con US)), almacenados por 24 h a 25 °C. Las imagenes
microscoépicas fueron tomadas con una magnificacion de 10X. Lc:
longitud de cristales; S: span.

Fotomicrografias con luz polarizada (principales) e imagenes de la
apariencia visual (en lado inferior derecho de cada imagen principal) de
oleogeles (OG3 y OG6) obtenidos con diferentes concentraciones de
monoglicéridos, velocidades de enfriamiento (0,1 and 10 °C/min) y
condiciones de sonicacién (sin ultrasonido (sin US) y con ultrasonido
(con US)), almacenados por 24 h a 5 °C. Las imagenes microscépicas
fueron tomadas con una magnificacién de 10X. Lc: longitud de cristales;
S: span.

Contenido de sélidos (SFC, %) de oleogeles almacenados durante 24 h
a distintas temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como funcion de la
concentracion de monoglicéridos (MG (%p/p)) y la velocidad de
enfriamiento, y sin y con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) )
10 °C/min, Ts= 25 °C; (C) 0,1 °C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C.
Dureza (DU) de oleogeles almacenados durante 24 h a distintas
temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como funcién de la concentracion de
monoglicéridos (MG (%p/p)) y la velocidad de enfriamiento, y sin y con
ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) ) 10 °C/min, Ts= 25 °C;
(C) 0,1 °C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C.

Médulo elastico (G’) de oleogeles almacenados durante 24 h a distintas
temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como funcién de la concentracion de
monoglicéridos (MG (%p/p)) y la velocidad de enfriamiento, y sin y con
ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min, Ts= 25 °C; (B) ) 10 °C/min, Ts= 25 °C;
(C) 0,1 °C/min, Ts= 5 °C; (D) 10 °C/min, Ts= 5 °C.

Porcentaje de capacidad de retencion de aceite (OBC) de oleogeles
almacenados durante 24 h a distintas temperaturas (Ts= 5y 25 °C) como
funcion de la concentracion de monoglicéridos (MG (%p/p)) vy la
velocidad de enfriamiento, y sin y con ultrasonido (US): (A) 0,1 °C/min,
Ts= 25 °C; (B) ) 10 °C/min, Ts= 25 °C; (C) 0,1 °C/min, Ts=5 °C; (D) 10
°C/min, Ts=5 °C.
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NOMENCLATURA

A: altura

AD: adhesividad

AGT: &cidos grasos trans

ANOVA: Analisis de la Varianza

AP: precision adecuada

Cm: concentracion minima

Cwme: concentracion de monoglicéridos
CO: cohesividad

D: funcién de deseabilidad

d: didmetro

DG: diacilglicéridos

DE: disefio de experimentos

DG: diglicéridos

DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido
DU: dureza

FFA: acidos grasos libres

FR: fracturabilidad

G': médulo elastico

G": modulo viscoso

GAO: girasol alto oleico

H: contenido de humedad

IP: indice de peréxidos

Lc: longitud de los cristales

LOF: falta de ajuste

MG: monoglicéridos

MC: materia grasa comercial

MUFA: &acidos grasos monoinsaturados
Myv-1: Myverol 18-50 XL PL

Myv-2: Myverol 18-04 K SG

OBC: capacidad de retencion de aceite
OL: pérdida de aceite

P: peso

PF: punto de fusién

PLM: Microscopia Optica de luz polarizada
PUFA: &cidos grasos poliinsaturados
R?: coeficiente de determinacion

R2adj: coeficiente de determinacion ajustado
R?pred: coeficiente de determinacién predicho
S: Span

SFA: acidos grasos saturados

SFC: contenido de solidos

SR: capacidad de expansibilidad
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std: estandar

TG: triglicéridos

Te: temperatura de enfriamiento

T,: temperatura de gelificacion

To: temperatura de inicio de fusién
To: temperatura de preparacion

Tpi: temperatura de pico

Ts: temperatura de almacenamiento
TPA: Andlisis de Perfil de Textura
US: ultrasonido

Va: velocidad de agitacion

Ve: volumen especifico

y: deformacioén o strain,

w: frecuencia angular

n": la viscosidad compleja

AHw: cambio en la entalpia debido al proceso de fusion
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