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Effect of temperature on the properties of encapsulated garlic (Allium sativum)

Efecto de temperatura en las propiedades del ajo (A/lium sativum) encapsulado
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Abstract:

Garlic (Allium sativum) has bioactive compounds that have a beneficial impact on health,
highlighting its antioxidant properties; however, these compounds are thermo and photosensitive,
which limits their application in food development. The objective of this research was to determine
the protection offered by encapsulation by means of double emulsions on the antioxidant
compounds present in garlic against the temperature used for drying and processing. The results of
FTIR, in fresh garlic (AF) and dry (AS), vibrations between 2849 and 2910 cm™, corresponding to
the symmetric and asymmetric stretching of the C-H bond; 640 and 1629 cm™, to the stretch of -
COOH; 1417 cm™ to CH flexion and 1181-914 cm™ to CH deformations, and skeletal stretching of
C-0O and C-C. The X-ray results showed that the AS presented higher crystallinity, and once the AF
showed an amorphous structure, due to a higher water content. The heat treatment used (40° C) did
not affect the antioxidant properties, however, the results obtained by FTIR and X-rays indicate that
the use of temperature for dehydration is generating variations in the structure of garlic.

Keywords: Garlic, antioxidants, FTIR, X-rays, encapsulated.

Resumen:

El ajo (Allium sativum) posee compuestos bioactivos que impactan de una forma benéfica en la
salud, destacando sus propiedades antioxidantes; sin embargo, estos compuestos son termo y
fotosensibles, lo que limita su aplicacion en el desarrollo de alimentos. El objetivo de la de la
presente investigacion fue determinar la proteccion que ofrece la encapsulacion por medio de
emulsiones dobles sobre los compuestos antioxidantes presentes en el ajo contra la temperatura
empleada para su secado y procesamiento. Los resultados de FTIR, en ajo fresco (AF) y seco (AS),
presentaron vibraciones entre 2849 y 2910 cm™, correspondientes al estiramiento simétrico y
asimétrico del enlace C-H; 640 y 1629 cm’!, al estiramiento de -COOH; 1417 cm™ a la flexion CH y
de 1181-914 cm™ a deformaciones de CH, y estiramientos esqueléticos de C-O y C-C. Los
resultados de rayos X demostraron que el AS presentd mayor cristalinidad, y a su vez el AF mostrd
una estructura amorfa, debido a un mayor contenido de agua. El tratamiento térmico utilizado (30°
C), no afecto las propiedades antioxidantes, sin embargo, los resultados obtenidos mediante FTIR y
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rayos X, denotan que la utilizacion de temperatura para su deshidratacion estd generando
variaciones en la estructura del ajo.

Palabras clave: Ajo, antioxidantes, FTIR, rayos X, encapsulados.
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1. Introduccion

El ajo se ha utilizado desde la antigiiedad tanto por sus aplicaciones culinarias como por sus
multiples propiedades terapéuticas (Ramirez-Concepcion et al., 2016). Posee distintos
componentes, entre los que destacan vitaminas A, C y del complejo B; asi como un alto
contenido de compuestos fendlicos y fitoesteroles (Bender y Barenas, 2013). Este alimento
contiene un compuesto llamado alicina, el cual es considerado el componente
bioldgicamente activo mas importante del bulbo (Ramirez-Concepcion et al., 2016). Es
considerado como un alimento funcional, debido a su elevada capacidad antioxidante, la
cual se atribuye a sus compuestos azufrados, aminodcidos libres y selenio, siendo
componentes activos que ayudan a la captacion de radicales libres. El efecto antioxidante
que ofrecen estos compuestos es dependiente de la dosis y el tiempo en el que es aplicado
(Torija et al., 2013).

En los ultimos afios, México ha intensificado el cambio en los habitos de consumo hacia
una alimentacidn sana, por lo tanto, se reconoce al ajo como un alimento que retine estas
caracteristicas. Presenta un consumo aproximado de 500g per cépita; el 82% se consume
fresco y el 18% en diferentes productos procesados como polvo, cuyo proceso implica el
uso de altas temperaturas. Por lo tanto, con el fin de mejorar la integridad y la
biodisponibilidad que tienen estos compuestos, se ha investigado la incorporacion de
compuestos bioactivos en membranas semipermeables, esféricas, delgadas y resistentes
contra factores ambientales externos, esto es un enfoque que estd recibiendo un interés
considerable. La encapsulacion es un sistema que es utilizada para estabilizar compuestos
bioactivos, debido a que provee la proteccién necesaria contra la luz, el oxigeno, pH
extremo y temperatura, permitiéndoles alcanzar concentraciones adecuadas en el lugar de
accion, mantiene la integridad quimica del complejo bioactivo y evita que las sustancias
activas sufran modificaciones quimicas durante el almacenamiento (Tomisk et al., 2018).
Las emulsiones dobles del tipo agua-en-aceite-en-agua (Wi/OW;) han recibido un
reconocimiento generalizado de su valor percibido para contribuir al desarrollo de nuevos
productos y como vehiculos para la encapsulacion de compuestos bioactivos. El objetivo de
la de la presente investigacion fue determinar la proteccion que ofrece la encapsulacion por
medio de emulsiones dobles sobre los compuestos antioxidantes presentes en el ajo contra
la temperatura empleada para su secado y procesamiento.
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2. Materiales y Métodos

Los materiales que se utilizaron para la realizacion de la presente investigacion se describen
a continuacion. Ajo blanco fresco, ajo blanco seco, radical ABTS, radical DPPH, aceite de
canola (Capullo®, Unilever de México, S.A. de C.V., Tultitlan, Estado de México,
México), goma arabiga (GA) (Sigma-Aldrich, Toluca, Estado de México, México, goma de
mezquite (GM), maltodextrina DE 10 (MD).

A partir de los bulbos de ajo, se prepararon dos muestras, ajo fresco (AF) y ajo seco (AS).

2.1. Secado del ajo

A partir de 500g de muestra pelada y en rodajas, se realizd el secado del producto durante
26 h a 40 = 1° C, en un horno de conveccion forzada (Riossa, modelo E-51, ciudad de
Meéxico, México). Una vez obtenido el ajo seco, se dejo enfriar a temperatura ambiente, y
se prosiguid a su trituracion en un molino de cuchillas GM 200 (Retsch GmbH, Haan,
Alemania).

2.2.  Extraccion de los compuestos antioxidantes de ajo

Se pesaron 50g de las muestras de ajo (ajo seco y ajo fresco), se mezclaron con 250mL de
disolvente (agua destilada). Cada muestra se incub6 a 25° C en agitacion durante 24 h en
una incubadora Labtech (Mod. LSI-3016%) (Jang et al., 2018).

2.3. Radicales libres ABTS

Se prepar6 una solucion compuesta por el radical ABTS (0.0277 g disueltos en 10mL de
etanol al 20% v/v) y 0.066g de persulfato de potasio disueltos en 100mL de agua destilada.
Se tomaron 10mL de persulfato preparado y se agregaron a los 10mL de radical con etanol,
se dejaron en agitacion toda la noche cubierto de la luz. Se mezclaron 2mL de ABTS
estabilizado (para estabilizar el radical se tomo radical y se agregé etanol al 20% v/v hasta
alcanzar una absorbancia de 0.700 &+ 0.01) con 200uL. de muestra y se dejé actuar durante 6
minutos. La absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 734 nm en un
espectrofotometro marca VELAB. Los resultados se reportaron como porcentaje de
inhibicion (Leon-Lopez, et al., 2020).

2.4. Actividad de eliminacion de radicales libres DPPH

Se disolvieron 0 .0039g de DPPH en 50mL de metanol al 80% v/v y se dejd en agitacion 24
h en oscuridad. Se mezclaron 2.5mL del radical estabilizado y 500uL de muestra. La
reaccion se dejo actuar durante 30 min La absorbancia se midi6 a 515 nm en un
espectrofotometro marca VELAB. Los resultados se reportaron como porcentaje de
inhibicion (Leon-Lopez, et al., 2020).
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2.5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La determinacion de la estructura quimica de las muestras de AF y AS se realizd mediante
FTIR con un equipo Perkin Elmer. MA, USA. Para cada muestra, la region se escaned de
400 a 4000 cm™! con una resolucion de 4 cm™ en 48 escaneos.

2.6. Difraccion de Rayos X

Ambas muestras, AF y AS, se analizaron en un difractdometro de rayos X (DRX)
(Kristalioflex Siemens). Se corrieron las muestras hasta un angulo 20 de 44°. Para la
preparacion de la muestra se utilizo la técnica de polvos depositando una determinada
cantidad de muestra en un portaobjetos, con un espesor de muestra homogénea.

2.7. Formulacion de emulsiones dobles

Las emulsiones se realizaron por el método de dos etapas. En la primera, una emulsion de
agua en aceite (W1/O) fue preparada, incorporando una fase acuosa interna (W1) constituida
por extractos ajo seco (EAS) y extractos de ajo fresco (EAF) en una fase oleosa (O),
conteniendo aceite de canola con una concentracion total de emulsificantes de 8% p/p (1
parte de emulsificante hidréfilo por 4 partes de emulsionante lipofilo). El emulsificante
hidrofilico fue Panodan SDK (ésteres de monoglicéridos y diglicéridos de acido diacetil
tartarico) y el emulsionante hidrofobico fue Grindsted PGPR 90 (ésteres de poliglicerol y
acidos grasos polirricinoleato, Danisco México, S.A. de C.V.). En la segunda etapa, 30 mL
de la emulsion primaria (W1/0) fue re-emulsificada en 70mL de medio acuoso, con mezcla
ternaria de polisacaridos de Goma Arabiga (GA) 17%, Goma de Mezquite (GM) 66% y
Maltodextrina (MD) 17% como fase acuosa externa (W2) (Espino-Manzano et al., 2020).

2.8.  Analisis de tamario de emulsion doble

El diametro de las gotas de las emulsiones dobles se determino utilizando un microscopio
optico (Olympus BX45, Olympus Optical Co., Tokio, Japon) acoplado a un sistema
analizador de iméagenes Software Image ProPlus version 4.5 (Media Cybernetics, Inc., L.P.,
Silver Spring, E.U.) (Espino-Manzano ef al., 2020).

2.9. Evaluacion del efecto de la temperatura en emulsiones con extractos
entrapados.

Se colocaron 10mL de las emulsiones en tubos con tapa en bafio maria a diferentes
temperaturas (75 y 95° C), durante 3 min. Transcurrido el tiempo se realizd la
determinacion de actividad antioxidante. Las emulsiones se codifican de la siguiente
manera; W1/O/Wxy, donde el subindice X representa el tratamiento de ajo (AS o AF) y el
subindice Y representa la temperatura utilizada (75 o 95° C) (Victoria-Leon et al., 2006).
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2.10. Analisis estadistico.

Se utilizd6 un disefio completamente al azar. Todas las mediciones se realizaron por
triplicado y se reportaron como media = DE. Se aplico un andlisis de varianza de
clasificacion simple, y cuando fue apropiado, se utilizaron pruebas de Tukey para
determinar diferencias entre las medias (p<0.05). Los andlisis estadisticos se realizaron con
el software NCSS 2000 (Kaysville, Utah, E.U.).

3. Resultados y Discusion

El uso de temperaturas elevadas causa dafio en los compuestos funcionales, por lo que para
verificar los cambios en la estructura quimica del ajo al ser sometido a un tratamiento
térmico (AS) en comparacion con el AF, las muestras fueron sometidas a espectroscopia
FTIR (Figura 1). El espectro del AF con el AS no mostré cambios significativos en las
posiciones de las bandas, solo un cambio en la intensidad en las regiones de 3500-3000 y
1600-1500 cm!, solo un cambio en la intensidad de las bandas de los picos. Este
comportamiento también fue reportado por Estrada-Fernandez et al., (Estrada-Fernadndez et
al., 2020), donde observaron el secado de particulas a diferentes temperaturas obtenidas de
un coacervado formado entre concentrado de proteina de suero y goma arabiga.

Absorbancia (a.u.)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longuitud de onda (cm™)

Figura 1. Espectro FT-IR de las muestras de ajo seco (AS) y ajo fresco (AF) de 4000 a 500 cm-'.

Estos resultados indican que el AS a pesar de sufrir un tratamiento térmico para la
eliminacion de agua, no presenté modificaciones en su estructura quimica al ser comparado
con el AF, el cambio en la variacion de la intensidad de las bandas puede deberse a un
reacomodo estructural (Estrada-Ferndndez et al., 2020). Esto sugiere que el proceso de
secado no afecta a los compuestos quimicos del ajo y lo hace adecuado para la
encapsulacion. En la figura 2, se presenta el difractograma de rayos X, en el cual se observa
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un pico dominante caracteristico de materiales amorfos, esto debido a la presencia de un
mayor contenido de agua. El pico del AF presenta un desplazamiento hacia valores
mayores del dngulo y un pico mas reducido en el AS, esto puede deberse a que el AS,
aparte de haber sido sometido a un tratamiento térmico igual presentd una reduccion de
tamafio (molienda).

——AS
12 —— AF

i~

Intensidad (u.a)

10 20 30 40 50
Angulo de Difraccién 26

Figura 2. Difractograma de rayos X tomados a las muestras.

En las figuras 3a y b, se muestra la emulsién doble encapsulado ajo fresco (W1/O/War) y
emulsion doble encapsulando ajo seco (W1/O/Was). Ambas emulsiones se mantuvieron
estables por un periodo de mas de 7 dias de almacenamiento, lo que sugiere que puede ser
un sistema adecuado y estable para la encapsulacion de los compuestos antioxidantes del
ajo. Se midio el didmetro de las gotas en el tiempo para estimar su estabilidad.

Figura 3. Emulsiones dobles: (a) W1/O/War y (b) W1/O/Was al séptimo dia de almacenamiento.
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Las formulaciones evaluadas de las emulsiones dobles presentaron un incremento
significativo en el didmetro de la emulsion tanto en la primaria de 1.39 + 0.15 a 1.48 +
0.17um para la emulsion W1/O/War y de 1.59 + 0.22 a 1.69 + 0.20pm para la emulsion
Wi1/O/Was. Este comportamiento igual fue observado en las gotas de la emulsion doble, de
10.42 £ 0.29 a 11.75 £ 0.34um y 1.95 £ 0.22 a 12.16 + 0.03um, respectivamente. Esto
indica que existe una inestabilidad en las gotas interiores, una coalescencia, que se da por la
fusion de gotas para crear una gota mas grande, pero sin llegar a una separacion de la
emulsion doble. Existen tres tipos de emulsiones dobles, tipo (A, B y C). La emulsion doble
formada fue del tipo C, donde la mayoria de las gotas de la emulsion multiple contienen un
numero sustancial de gotas internas, con forma esféricas. Con base en los resultados
obtenidos en la medicion de didmetro de las emulsiones Se puede considerar que son
estables para ser aplicados como sistema de proteccion y en una matriz alimentaria, ya que
al ser de tamafio micrométrico son sensorialmente imperceptibles.

En la tabla 1 se muestran los resultados para actividad antioxidante de los extractos
encapsulados y sin encapsular. El porcentaje de inhibicion de DPPH y de ABTS no
presentaron diferencias significativas entre el AF y AS. En cuanto a los extractos
encapsulados en las emulsiones dobles si se observaron diferencias significativas. Se puede
observar un porcentaje de inhibicidn mayor en la temperatura de 75° C en comparacion con
la de 95° C. También se presenta un mayor porcentaje de inhibicion los compuestos
encapsulados en comparacién con los extractos libres. Estos resultados indican que el
proceso de encapsulacion esta protegiendo a los compuestos sensibles presentes en el ajo, y
por lo tanto el porcentaje de inhibicién es mayor en los extractos que fueron encapsulados y
menor en los extractos libre. Por lo tanto, este sistema de encapsulacion por emulsiones
dobles puede ser utilizado con este propodsito (Estrada-Ferndndez et al., 2017).

TABLA 1. Actividad de inhibicion de radicales DPPH y ABTS.

Inhibicion de radicales (%)

Tratamiento DPPH ABTS
AF 23.54 +0.24* 38.74 £0.43?
AS 24.01 £0.172 37.98 +£0.292
W1/O/W aros 28.27 £0.33° 39.47 +£0.14°
W1/O/W ar75 29.14 £0.01°¢ 40.12 + 0.08°
W1/O/W asos 30.12 +0.28° 38.56 £ 0.33°
W1/O/Was7s 34.47 £0.24° 39.14 £0.11°

Los resultados se expresan como valores medios + desviacion estandar. Los superindices
con letras diferentes en la misma columna indican una diferencia significativa (p<0.05). Las
emulsiones se codifican de la siguiente manera; Wi/O/Wxy, donde el subindice X
representa el tratamiento de ajo (AS o AF) y el subindice Y representa la temperatura
utilizada (75 0 95° C).
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4. Conclusiones

Los resultados obtenidos mediante FTIR y rayos X, denotan que la utilizaciéon de
temperatura para su deshidratacion no esta generando variaciones en la estructura del ajo.
Por lo tanto, esta temperatura puede ser recomendable para la obtencion del ajo
deshidratado, ya que se considera un buen método de conservacion de las propiedades
antioxidantes del bulbo. La emulsion doble en la cual se encapsularon los extractos del ajo
fue estable en un periodo de tiempo prolongado (7 dias) y protegié a los compuestos
antioxidantes presentes en el ajo contra las temperaturas de procesamiento a las cuales se
sometieron las muestras. El tratamiento térmico utilizado a temperaturas de 75 y 95° C no
afectaron las propiedades antioxidantes del ajo encapsulado en comparacion con el ajo sin
encapsular. Estos resultados indican que el encapsulamiento de los compuestos
antioxidantes del ajo puede ser un método tecnologico, que aplicado a un alimento en el
cual se involucre el uso de temperatura para su elaboracion, favorezca la estabilidad de
dichos compuestos bioactivos.
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