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Resumen

Efecto de la trehalosa sobre la encapsulacion de aromas citricos

por secado spray

El objetivo fue estudiar la aplicacion del azucar trehalosa en la encapsulacién de
aromas apuntando a mejorar la calidad sensorial y la estabilidad fisica de aromas
encapsulados por secado spray.

Se prepararon formulaciones conteniendo trehalosa, sacarosa, mezclas de los
azlUcares con maltodextrina y almidones. Los volatiles fueron: etanol, citral y aceite
esencial de naranja. Para los volatiles hidrofébicos se prepararon emulsiones y se
analizaron propiedades reoldgicas y de estabilidad. Se evaluaron propiedades fisicas
de los polvos. Se cuantificé la retencion de voléatiles y se realizd la evaluacion
sensorial de los aromas citricos.

La retencion de citral encapsulado fue la misma para todas las formulaciones. Por el
contrario, el perfil de voléatiles obtenido en el caso del aceite de naranja fue muy
diferente para las formulaciones conteniendo sacarosa o trehalosa. Estos resultados
indican la importancia del azlcar seleccionado para el desarrollo de aromas
encapsulados y la posibilidad de disefiar aromas en polvo diferentes a partir de un
mismo aroma.

El uso de la trehalosa como matriz en la encapsulacién gener6 ventajas respecto al
uso de la sacarosa, tales como incremento de la Ty del producto, y la capacidad de
conservar el aroma caracteristico del aceite de naranja en el almacenamiento.

Palabras claves. trehalosa, encapsulacion, secado spray, analisis sensorial,
propiedades fisicas.



Abstract

Effect of trehalose on citric aroma encapsulation by spray-drying

The objective of the present work was to study the application of the sugar trehalose
on the encapsulation of aromas, aiming on improving the sensorial quality and the
physical stability of the spray-dried aromas.

The formulations contained trehalose, sucrose, mixtures of sugars with maltodextrin
and modified starches. The volatiles were: ethanol, citral and orange essential oil. In
the case of hydrophobic volatiles, emulsions were prepared. Rheological properties
and stability were analyzed. Physical properties of the powders were evaluated.
Volatiles were quantified and sensorial evaluation was done for citric aromas.

The encapsulated volatiles were retained differentially in the different. Citral
retention was the same in all the analyzed formulations. The volatiles profile
obtained for orange oil was very different for trehalose and sucrose formulations.
These results indicate the relevance of the sugar selection for the development of
encapsulated aromas, and the possibility of designing different powdered aromas
from a single aroma.

Also, we found that the use of trehalose as part of the carrier matrix for
encapsulation showed advantages as compared to sucrose, higher T4 values were
obtained, and the characteristic aroma of orange essential oil was maintained during
storage.

Keywords: trehalose, encapsulation, spray-drying, sensorial analysis, physical
properties.
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Introduccion

I.1 Aromas en los alimentos

El aroma es una propiedad organoléptica que viene dada por diferentes
sustancias volatiles presentes en los alimentos, de manera natural u originada
durante su procesamiento. El aroma es un aspecto que puede alterarse con facilidad.
Durante el procesado o el almacenamiento de los alimentos se desarrollan muchas
reacciones y en cada una de ellas se sintetizan o destruyen componentes
directamente relacionados con el aroma final. El aroma es la impresion combinada de
olor y sabor sobre los 6rganos sensoriales. Al consumir un alimento, la interaccion de
las sensaciones sapidas, olorosas y de la textura produce la sensacion global que se
describe mediante el término inglés “flavour” (Belitz y Grosch, 1987). Aunque el
estimulo del sabor es importante, la parte del flavor que aprecia diferencias entre
alimentos puede atribuirse ampliamente a moléculas volatiles aromaticas pequefias
detectadas a nivel retronasal, cuando el alimento es introducido en la boca (Land,
2006).

En los alimentos se detecta un gran numero de compuestos aromaticos
volétiles, pero no todos contribuyen al aroma de los mismos. Se han descrito
diferentes técnicas para determinar los volatiles que son potencialmente capaces de
contribuir a la percepcion aroméatica dependiendo de la concentracion en que se
encuentren y de sus umbrales de percepcion sensorial (Reineccius, 2006). Si bien el
gusto juega un papel importante en la descripcion de un alimento o bebida, es el
aroma el que contribuye en mayor medida a la percepcion del sabor, el nUumero de
sensaciones olorosas que se pueden percibir es muy amplio, siendo imposible

describir el mundo oloroso en términos de componentes primarios (Calvifio, 1995).
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Introduccion

[.1.1 Aromas citricos

Las frutas citricas principalmente se procesan como jugo, pero el aceite de la
capa externa de la céscara juega un rol importante en la obtencibn de aromas
citricos.

En la Figura 1 se presentan los constituyentes de un fruto citrico. Como puede
observarse en la Figura 1a se ven partes bien diferenciadas: el flavedo o cascara
gue presenta vesiculas conteniendo las glandulas generadoras de aceites esenciales
y pigmentos, el mesocarpio o albedo una capa esponjosa blanca interna y el
endocarpio constituido por varios segmentos o0 gajos que contienen las vesiculas
repletas de jugo y donde estan también las semillas (Russeff y col., 2009). Una
seccion microscopica del flavedo que contiene las glandulas oleosas de la fruta se

muestra en la Figura 1b (Dugo y col., 2002).

\Vesiculas |
- con jugo

Figura 1. Seccion transversal de un fruto citrico (a). Micrografia mostrando la seccion de la
cascara conteniendo el aceite esencial en las cavidades circulares (Dugo y col., 2002).

Los aromas citricos derivados de fuentes naturales se presentan en un amplio
rango que va desde el aroma acido picante distintivo de las limas, pasando por el

pungente del limén, hacia el aroma agradable de la naranja. Muchos de estos
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Introduccion

aromas pertenecen a una familia de compuestos conocidos como terpenos y
terpenoides. Como se puede ver en la Figura 2, los terpenos son moléculas
pequefias de hidrocarburos organicos, que pueden ser ciclicas o aciclicas, saturadas

0 insaturadas. Los terpenoides son derivados oxigenados de terpenos, que pueden

contener grupos hidroxilos o grupos carbonilos.

NN \N
5 o Y =
ﬁ §(>< ﬁ; .5 %
c-Thujene c-Pineno Sabineno B-pineno
<t =N N
= 0= - Ha— -
B-Mirceno p-Cimeno d- Limoneno v-Terpineno
Y o U oH —-”’_}_ N
O > T xO-
s)
Terpinoleno Linalol Citronelal o~ terpineo
— L N %
?‘*—J_W_,% bl o /_/I:"f_ >~ '8
& “)zo 8] ¥
Neral Geranial Acetato Acetato
(Isémeros Z v E del Citral) de nerilo de geranilo
>=\ % T
y /\K\/\(X — —< /\)‘
o-Fameseno B-Bisabuleno

Figura 2. Estructuras de los terpenos y terpenoides presentes en las frutas citricas.
Adaptado de Smith y col. (2001).

A pesar de su diversidad estructural, los terpenos y terpenoides comparten

ciertas similitudes. Los terpenos, como el limoneno y los terpenoides, tales como

13



Introduccion

neral o geranial se encuentran en abundancia en los sacos oleosos del flavedo en las
cortezas de los citricos. Estos aromas pueden ser facilmente aislados a través una
variedad de métodos, tales como prensado en frio, destilacién por arrastre de vapor,
0 extraccion (Smith y col., 2001).

El aroma de naranja es el méas reconocido y apreciado en todo el mundo y se
ha utilizado para dar sabor a una gran cantidad de alimentos y bebidas. El aceite
esencial de naranja obtenido de la cascara de la naranja, es una mezcla compleja de
diversos componentes quimicos, mayoritariamente de naturaleza terpénica. El
componente mas abundante es el limoneno (Figura 2), su concentracién oscila
entre el 79 y el 83% del total de los voléatiles (Ikeda y col., 1962; Weiss, 1997).
También los compuestos linalol, mirceno, a-pineno y sabineno, se han caracterizado
por su contribucidén al aroma del aceite esencial de naranja (Arctander, 1969; Selli y
col., 2003; Mazid y col., 2011).

El aroma de limén es el segundo en popularidad. El citral o 3,7-dimetil-2,6-
octadienal o lemonal de formula molecular CioH160, es el componente mas
importante del aroma de limon. Esta compuesto por un par de terpenoides, los dos
compuestos son isomeros de doble enlace. El isbmero trans se conoce como geranial
o citral A. El isémero cis se conoce como neral o citral B (Figura 2). El geranial tiene
un fuerte olor a limon, mientras que el neral tiene un olor a limén menos intenso,
pero mas dulce. Su proporcién en la cascara de limén es de aproximadamente 40%
neral y 60% geranial.

Los volatiles de citricos se han estudiado ampliamente y varios autores han

resumido los datos de composicién y concentracion que existen hasta el momento
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Introduccion

(Nagy y Shaw, 1990; Chamblee y col., 1993; Tamura y col., 1993; Smith y col.,

2001; Jordan y col., 2001, Dugo y col., 2002; Rouseff y col., 2009).

1.2 Encapsulacion de aromas

La encapsulacion es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas
de los alimentos (sabores, vitaminas o aceites esenciales) se introducen en una
matriz 0 se encierran en una pared con el objetivo de impedir su pérdida, para
protegerlos de la reaccién con otros compuestos presentes en el alimento o para
impedir que sufran reacciones de oxidacion debido a la luz o al oxigeno. Una ventaja
adicional es que un compuesto encapsulado se puede liberar gradualmente del
compuesto que lo ha englobado o atrapado. Ademas, la encapsulacion de ciertos
compuestos permite obtener productos alimenticios con mejores caracteristicas
sensoriales y nutricionales (Dziezak, 1988; Jackson y Lee, 1991; Reineccius, 1991;
Popplewell y col., 1995).

La utilizacibn de microcapsulas abarca un amplio campo: la liberacién
controlada de sabores, colores, aromas, perfumes, drogas, etc. (Popplewell y col.,
1995). Las aplicaciones de esta técnica se han ido incrementando en la industria
alimentaria para proteger a los materiales de factores tales como el calor y la
humedad, permitiendo mantener su estabilidad y caracteristicas. Las microcapsulas
también funcionan como barreras contra malos olores o sabores y ayudan a que los
materiales fragiles resistan condiciones de procesamiento y empaque mejorando el
sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y apariencia de sus productos. Mediante la
encapsulacién de aromas, se reduce su volatilidad o se previenen reacciones

indeseables en el alimento aun cuando se almacena por un periodo prolongado.
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|.2.1 Métodos generales de encapsulacion

Al momento de seleccionar un proceso de encapsulacién deben considerarse
factores tales como el tamafo particula requerido, propiedades fisicoquimicas del
agente encapsulante y la sustancia a encapsular, aplicaciones para el material
microencapsulado, mecanismo de liberacion deseado y el costo.

La encapsulacién de aromas se puede dividir en dos grandes grupos de acuerdo
a la funcion principal elegida: 1) la proteccion del aroma durante el almacenamiento,
y 2) la liberacion controlada del aroma durante el procesamiento del alimento, en la
matriz alimentaria y durante el consumo del producto. En el primer caso, se trata de
encapsulacion en matrices en estado vitreo -constituidas principalmente por
carbohidratos. El segundo caso es mucho mas complejo, tanto en composicion de las
matrices como en las tecnologias de preparacién de los encapsulados. La morfologia
que se obtiene con los principales métodos de encapsulacion de aromas se muestra
en la Figura 3 para el primer caso y en la Figura 4 para el segundo caso.

En la Tabla 1 se presentan diferentes métodos de encapsulacién de aromas y

los tamafios de particulas que se pueden obtener.

Tabla 1. Tamarios de particula obtenidos por algunos métodos de encapsulacién de aromas.

Métodos de encapsulacion de aromas Tamaio de particula (um)
Coacervacion simple 20-200
Quimicos Coacervacion compleja 5-200
Inclusibn molecular 5-50
Secado spray 1-50
Mecanicos Extrusion 200-2000
Lecho fluidizado >100
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Figura 3. Morfologia de los principales sistemas de encapsulacion de aromas mediante la
formacion de vidrios. Secado spray (a), secado spray-aglomerado (b), extrudado (c), secado
al vacio (d), lecho fluidizado (e), liofilizado (f). La barra representa 100 um. Adaptado de
Ubbink y Schoonman (2003).

oo

Figura 4. Morfologia de los principales sistemas de encapsulacién empleados para lograr
liberacion controlada de flavors. Coacervado (a), polimero extrudado (b), capsula de alginato
(c), atomizacion/enfriamiento (d), emulsion (e), complejos con ciclodextrinas (f). La barra
representa 100 pm (en “e” corresponde a 100 nm). Adaptado de Ubbink y Schoonman
(2003).
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En la Tabla 2 se muestran las aplicaciones de distintos métodos de
encapsulacién de aromas utilizados en la industria alimentaria. Los dos procesos
industriales que mas se usan son: el secado spray y la extrusién seguidos de las
técnicas de inclusibn molecular, coacervacion y adsorcion (Beristain y col., 1996;

Goubet y col., 1998).

Tabla 2. Métodos de encapsulacion de aromas empleados en la industria alimentaria.
Adaptado de Madene y col., 2006.

. Productos 2 s s
Metodos . Area de aplicacion
obtenidos
Coacervacion Pasta/polvo/capsula Goma de mascar, alimentos horneados
Inclusién molecular Polvo Bebidas instantaneas, snacks
Productos de confiteria, leche en polvo, postres
Secado spray Polvo . i . . .
instantaneos, aromas, bebidas instantaneas
Extrusién Polvo/granulado Bebidas instantaneas
Lecho fluidizado Polvo/granulado Productos de confiteria
Liofilizacion Polvo Sopas instantaneas, café, postres, etc.

A continuacion se describen brevemente los diferentes métodos de

encapsulacién de mayor aplicacion en alimentos:

1.2.1.1 Secado spray

Este método es capaz de transformar una disolucion, emulsion, suspensiéon o
dispersion liquida en un producto totalmente seco y estable. En la industria de
alimentos se emplea en lacteos y sucedaneos de la leche, cereales, almidones,
carbohidratos, café instantaneo, aromas, y en la industria farmacéutica se lo utiliza

para obtener suero humano estéril, extracto de higado, enzimas, etc.
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En general el proceso consiste en la dispersién de la sustancia que se desea
encapsular en un material de soporte o de pared (carrier), esta mezcla (que puede
ser una emulsién, suspension o dispersion) se atomiza en millones de gotas
individuales por una boquilla o una rueda giratoria en una cdmara de secado. Las
microcapsulas resultantes se transportan a un separador ciclon para su recuperacion
(Dziezak, 1988; Watanabe y col., 2002). En la Figura 5 se presenta el diagrama de

proceso de secado spray.

A. Solucidn, emulsién o dispersion del producto
B. Bomba persitaltica de alimentacion

C. Canal de producto

D. Suministro de aire comprimido

E. Coneccion de agua refrigerante

F. Aguja del inyector en la boquilla (utiizada
para limpiar el orificio de la boquilla cuando se
obstruye

Figura 5. Diagrama de flujo del producto y la boquilla en un equipo de secado spray.
Adaptado de Rosemary Hoegger; BUCHI Labortechnik AG1997, 1998.

Una solucion acuosa del producto (A) se rocia en forma de finas gotas (C) en el

secador. El disolvente que rodea al producto se evapora de inmediato generando una
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nube de vapor que protege al producto de las influencias térmicas. Poco después el
disolvente en la superficie, asi como en el interior se evapora, originando los poros
correspondientes. El producto final es un material fino, amorfo. El secado de una
solucion altamente concentrada proporciona un producto final mas poroso que el
proveniente del secado de una solucion con un menor contenido de sélido.

El secado spray es un proceso comercial ampliamente utilizado en la produccion
de aromas encapsulados y sustancias volatiles a gran escala (Deis, 1997).

En la Figura 6 se presenta el diagrama de proceso de microencapsulaciéon de
un aceite por el método de secado spray. El procedimiento es el siguiente: se obtiene
una emulsion a partir del producto liquido a encapsular (aceite), una sustancia
carrier como la maltodextrina y una solucion de goma arabiga en agua. Esta
emulsion se homogeniza en pequefias gotas y se pulveriza. El solvente se evapora
mientras se construye una capa seca en la superficie quedando el disolvente
atrapado en el espacio interior de la gota creando una burbuja de vapor. A medida
que el proceso de secado continla, la presién en las burbujas aumenta hasta que la
gota experimenta una explosién, creando una pequefia abertura. Como resultado las
gotitas del aceite quedan incluidas en la matriz. Este procedimiento protege al aceite
de las influencias ambientales, como la oxidacion o la pérdida de aroma y también
convierte al producto liquido en un "sélido estable".

La retencién de los volatiles durante la encapsulacion por secado spray
depende de las propiedades fisicoquimicas del carrier y de los volétiles, del contenido
de solidos, la temperatura de procesamiento y también de la naturaleza y el

rendimiento del encapsulado. Ademéas es importante la capacidad de estabilizar la
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emulsion logrando una baja viscosidad a una concentracién elevada (Goubet y col.,

1998; Teixeira y col., 2004).

Prcauctu liquido

Ve
//\ ‘\} —~ u
RIS = O 'L@,:’ ‘
PERR

e - Gotas
Maftodextrina' Emulsidn

pequenas

Solucidn de
goma arabiga

Figura 6. Diagrama del proceso de microencapsulacion. Adaptado de Rosemary Hoegger;
BUCHI Labortechnik AG 1997, 1998.

Este proceso posee como ventajas: la disponibilidad de equipos, los bajos
costos del proceso, la gran variedad de carriers solidos, la buena retencion de los
volétiles, la buena estabilidad del producto terminado, y la produccién en gran escala

del modo continuo (Reineccius, 1989 ;Teixeira y col., 2004).

1.2.1.2 Extrusién

El proceso de extrusion de alimentos consiste en forzar una mezcla alimenticia
(bajo condiciones de calentamiento y cizalla) a través de una matriz disefiada para
formar y/o fragmentar los productos. Las extrusoras de alimentos son dispositivos
que operan a altas temperaturas (180-190 °C) durante un corto tiempo (20-40
segundos), transformando una gran variedad de materias primas en productos
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intermedios y terminados (Riaz, 2006). En la industria de alimentos se emplea en
bebidas, pasteleria, gelatinas, postres, aromas, cereales, snacks, etc.

La microencapsulacion de aromas por extrusion (Figura 7) es el segundo
proceso mas utilizado después del secado spray (Yafez Fernandez y col., 2005). Este
proceso descripto por Risch (1988) se inicia formando una solucion de la matriz
seleccionada compuesta por hidratos de carbono. Esta solucién se calienta y a
continuacion se dispersa el aroma a encapsular agitando a gran velocidad.
Inmediatamente esta mezcla se fuerza a pasar a través de una placa conteniendo
numerosas perforaciones ubicada dentro de un bafio de isopropanol frio donde
solidifica en una estructura amorfa en forma de varilla que luego se parte en trozos
pequefios que se secan bajo vacio y se envasan. El producto obtenido es muy

estable al deterioro por oxidacion.

Matriz premezclada
Emulsificante (opdonal)

Flastificante (opcional)
Aceite esencial o aroma liguida

Temperatura elevada
“ | Presidn media

w
l Extrudado

N
¥
T

Secado

.

Aroma encapsulado
por extrusion

Baro frio (opdonal)

Figura 7. Esquema de encapsulacién de aromas por extrusion.

Los avances en tecnologia de procesamiento de productos mediante extrusion

ofrecen las ventajas de obtener varias formas, texturas, color, sabor de los productos
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terminados. Ademas, se obtienen productos de buena calidad que contienen
ingredientes sensibles al calor ya que la coccion se realiza en un tiempo muy corto.
Es un proceso eficiente y de bajo costo en comparacién con otros procesos.
Actualmente, la mayoria de de las extrusoras estan automatizadas, lo que permite

aumentar la productividad (Riaz, 2006).

1.2.1.3 Recubrimiento en lecho fluidizado

Esta técnica consiste en suspender particulas de material activo dentro de una
camara con temperatura y humedad controlada, donde se atomiza el material de
pared. Algunos alimentos fortificados y mezclas nutricionales contienen ingredientes
encapsulados por lecho fluidizado; algunos ejemplos son: acidos citrico, lactico y
sorbico; bicarbonato de sodio utilizado en productos de panificacion (Yafiez
Fernandez y col., 2005).

Este procedimiento la microencapsulacion mostrado en la Figura 8 se produce
al suspender las pequefas particulas que forman el material activo en un lecho de
aire, u otro gas, al mismo tiempo que se dispersa sobre ellas, en forma de fina lluvia,
una disolucion del material de recubrimiento. La pelicula se forma por evaporacién
del disolvente el cual a su vez, es separado por el aire o el gas que abandona el
sistema. El equipo consiste en una columna vertical, estrecha en la parte inferior y
mas ancha en la superior. La microencapsulacién se realiza introduciendo una
corriente de aire desde el fondo; la velocidad del aire en la parte méas estrecha de la
columna es considerable, de tal manera, que las particulas que van entrando en esta
zona, son de inmediato levantadas hacia la parte superior. En la parte mas ancha de

la columna, la velocidad del aire disminuye notablemente haciendo que el aire no sea
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capaz de sostener las particulas en suspension, provocando la caida de éstas hacia la
zona central o region de trabajo. La velocidad de la corriente de aire en la zona de
trabajo puede ser regulada mediante toberas colocadas a una cierta altura (Hellman,

2000).

\Cl !?
l|__ Materal

{
k" “1 de pared
f

Compuesto
activo
Flujo de gas

Figura 8. Recubrimiento en lecho fluidizado

1.2.1.4 Liofilizacién

La Liofilizacion es un proceso de secado en el que se elimina el agua por
congelacion del producto hiumedo y posterior sublimacion del hielo en condiciones de
vacio. Se utiliza frecuentemente con el fin de reducir pérdidas de componentes
volatiles o termosensibles. En la industria alimentaria la liofilizacion se emplea para
obtener sopas instantaneas, café, postres, etc. También se usa en el é&rea
farmacéutica para mantener estable en el almacenamiento ciertos antibioticos,
vacunas, sueros, vitaminas, férmulas maternizadas, etc.

En el proceso de liofilizacion el material congelado se coloca en bandejas o
recipientes. Se produce vacio en una cdmara hermética para que comience la

sublimacion del hielo, el flujo de vapor pasa a través de la camara al condensador. El
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calor es suministrado a través de platos o placas calefactoras, por conduccién o
radiacion.

El proceso de liofilizacién consta de dos etapas: 1) congelacién y 2) secado. En
la Figura 9 se presentan las etapas del secado por liofilizacion en el tiempo y en un

diagrama de fases del agua.

enfriarmiento b

secado secundario Diagrama de fases
! remocion de agua
1 1000 |, _
7E0 + é + iCongelzcion
Ay é) = Secato
1004 *%ﬂ’ oon Sine

secado primario
sublirmacidn del hielo

1£| -+

4,64 Punto triple
i i 1 4 uaLbfiIizeci:'-n -
: : i C

T I3 Iy ‘ T

18 0 100
Tiempaos Temperatura (°C)

Presion (torr)

\Secado al vacio

Temperatura (2C)

Figura 9. Evolucion de la temperatura en el proceso de liofilizacién (a). Diagrama de fases
del agua mostrando las etapas del proceso. Adapatado de Barbosa-Canovas y Vega-Mercado
(1996).

Congelacion
Cada producto debe congelarse de manera tal que garantice que sufrird pocas

alteraciones en el proceso posterior de sublimacién (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005).

Secado

Cuando se realiza el secado mediante la liofilizacion se distinguen tres fases o

etapas que se esquematizan en la Figura 10 (Ibarz y Barbosa-Canovas, 2005).
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Velocidad de secado

01 a5 10
Tiempo de secado

Figura 10. Fases de secado en el proceso de liofilizacién. Adapatado de Barbosa-Céanovas y

Vega-Mercado (1996).

Fase 1: llamada etapa conductiva. Inicialmente la velocidad de sublimacion
crece rapidamente hasta llegar a un maximo, debido al calentamiento de la
muestra. El tiempo para agotar esta fase es relativamente corto; en ella se
lleva a cabo la mayor parte de remocion de agua del producto (entre un 75-
90 %), siendo el mecanismo preponderante la transferencia de calor por
conduccion.

Fase 2: Primera etapa difusiva. Muestra un descenso importante de la
velocidad de sublimacién debido a la formacion de una capa porosa de
material seco que opone resistencia creciente al flujo de calor y al vapor a
medida que procede el secado.

Fase 3: Segunda etapa difusiva. La velocidad continta decreciendo de forma
gue se aproxima a cero. Esto debido a que el calor necesario para retirar el
agua ligada es muy alto. En esta etapa el agua se remueve por desorcion.
Puesto que la difusividad de los aromas disminuye sensiblemente cuando la

humedad es pequefia, en esta etapa es posible incrementar la temperatura
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de la calefaccion y del producto hasta valores del orden de 50 °C,
dependiendo del material que se trate.

La técnica de liofilizacion es uno de los procesos mas utiles para el secado de
sustancias termosensibles que son inestables en soluciones acuosas. El empleo de
bajas temperaturas permite aumentar la estabilidad del producto y disminuir la
pérdida de sustancias volatiles. El producto final liofilizado posee alta porosidad y
una rapida y completa solubilizacién. Por dltimo cabe destacar el empleo de vacio

disminuye la oxidacion.

1.2.1.5 Coacervacion compleja

La coacervacion compleja es el proceso de separacion de fases que tiene lugar
de forma espontanea cuando en un medio acuoso se mezclan dos o mas coloides
que presentan carga opuesta (polication y polianion), como consecuencia de la
atraccion electrostatica que sufren. En los procedimientos de microencapsulacién por
coacervacion compleja se utilizan generalmente combinaciones de una proteina y un
polisacarido, en general gelatina y goma arabiga respectivamente. La gelatina es una
proteina anfotérica que deriva del colageno y resulta muy adecuada para la
coacervacion debido a que su especial configuracion facilita la oclusion de una
considerable cantidad de agua. La goma arabiga presenta carga negativa en todo el
rango de pH. En consecuencia, a pH inferiores a su pl, la gelatina esta cargada
positivamente e interacciona con las moléculas de goma arabiga, con lo que se
produce una neutralizacién de cargas y una desolvatacion de la mezcla polimérica,

que se separa en una fase liquida o coacervado complejo.
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En el caso de la gelatina y la goma aradbiga se preparan dos disoluciones
acuosas. A una de ellas se adiciona el producto que va a formar el material activo y
sobre ésta se adiciona la otra disoluciéon (Figura 11). La temperatura debe ser
mayor que el punto de gelificacion de la gelatina, se ajusta el pH y se mantiene una
agitacion continua en todo el proceso. El sistema se enfria, la capsula coacervada
gelifica y se endurece afiadiendo glutaraldehido. Finalmente las microcapsulas se

lavan, se secan y recogen (Hellman, 2000).

Ajustar pH 80
Goma arabiga % 000
l en solucion acuosa 00
0 0 4] A Enfriamiento Lavado
OOOO OO O lento

Cel

50°C

Figura 11. Microencapsulaciéon por coacervacion compleja usando gelatina y goma arabiga.

1.2.1.6 Complejos de inclusién

Los complejos de inclusion, también conocidos como encapsulacién molecular,
utilizan beta-ciclodextrinas para el atrapamiento de moléculas. Las ciclodextrinas
poseen un centro hidrofébico y la superficie exterior hidrofilica.

El principal mecanismo de las ciclodextrinas involucra la formacion de complejos
por inclusién de analitos: permiten un equilibrio dindmico en el cual el agua u otro

compuesto, son reemplazados en la cavidad de la molécula de ciclodextrina (Figura
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12). La estabilidad de estos complejos depende de la estructura, la hidrofobicidad de
la molécula, el pH, el disolvente orgéanico, la temperatura y la concentracion de
ciclodextrina. Los complejos de inclusién obtenidos son sélidos cristalinos y pueden
adicionarse a alimentos secos con un minimo de degradacién o pérdida del
compuesto huésped durante el almacenamiento. Las ciclodextrinas protegen el
aroma, sabor y otros ingredientes sensibles al calor que se adicionan a los alimentos
extrudidos. Los aromas de ajo, cebolla y las vitaminas A, Ey K son acomplejados por

las ciclodextrinas (Yafnez Fernandez y col., 2005).

Compuesto
activo

Figura 12. Representacion esquematica de la formacién de un complejo de inclusion.

1.2.1.7 Atrapamiento en liposomas

Los liposomas son vesiculas que se forman cuando se dispersan fosfolipidos en
un medio acuoso. Estructuralmente existen tres tipos de liposomas: multilamelares,
vesiculas de un compartimiento y macrovesiculas. La sonicacion permite la formacién
de vesiculas de un solo compartimiento, mientras que las macrovesiculas se forman
por inyeccion de soluciones de lipido en soluciones tampén. Los liposomas pueden
tener cargas positivas por la adicion de aminas o cargas negativas por la adicion de
fosfatidil serina o diacetil fosfato. Los liposomas pueden atrapar materiales

hidrofilicos e hidrofébicos. Los compuestos hidrofilicos se disuelven en agua y se
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mezclan con una pelicula lipidica para formar liposomas, mientras que los materiales
hidrofébicos son embebidos en una delgada pelicula de lipido (Figura 13). La
liberacién del principio activo se realiza por difusion a través de la bicapa, por
destruccién de la vesicula, por medio de una concentracion critica de iones calcio o
por un cambio de pH. Los liposomas presentan un tipo de capsula con propiedades
mas versatiles y de menor fragilidad que aquellas hechas de grasa. La permeabilidad,
estabilidad, actividad superficial y afinidad pueden variar con el tamafio y la
composicién del lipido. El colesterol y los tocoferoles pueden incorporarse para
reducir la permeabilidad de la membrana e incrementar la estabilidad de los lipidos
en la bicapa. Las sustancias activas solubles en agua presentan una mejor eficiencia
de encapsulacion que las hidréfobicas. Los liposomas se usan con éxito en la
encapsulacion de sistemas enzimaticos (Schrooyen y col., 2001; Yafiez Fernandez y

col., 2005).

Bicapa lipidica

Figura 13. Atrapamiento en liposomas.

1.2.2 Materiales “carrier” para encapsulacion
Existe una amplia variedad de materiales que pueden ser usados para
encapsular compuestos arométicos. Las microcipsulas méas simples constan de un

nacleo que puede estar rodeado por una pared de espesor uniforme o no uniforme,
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compuesta de s6lo uno o varios tipos de ingredientes tales como proteinas,
carbohidratos, lipidos, celulosa, etc., (Brazel, 1999).

En el caso de realizar emulsiones, el material carrier empleado en la
encapsulacion de aromas no debe reaccionar con el material del ndacleo, debe
presentar baja viscosidad a altas concentraciones y debe asegurar una buena
estabilizacién de la emulsion (Trubiano y Lacourse, 1988; Shahidi y Han, 1993).

De acuerdo al carrier empleado, los compuestos encapsulados presentaran
diversas formas (peliculas, esferas, particulas irregulares), distintas estructuras
(porosas o compactas) y diversas caracteristicas fisicas (s6lido amorfo o cristalino)
que tendran influencia sobre la difusion de aromas, sustancias externas (oxigeno,
disolventes), asi como también en la estabilidad del producto durante el
almacenamiento (Madene y col., 2006).

En la Tabla 3 se presentan las caracteristicas de los materiales utilizados con
mayor frecuencia en la encapsulacion de aromas y a continuacién se detallan los

carriers utilizados en la encapsulacién de aromas del presente trabajo.

Tabla 3. Carriers utilizados en la encapsulacion de aromas.

Carrier Funcion

Maltodextrina (DE < 20) Formadora de pelicula

Almidén modificado Muy buen emulsionante

Goma arabiga Emulsionante, formadora de pelicula
Celulosa modificada Formadora de pelicula

Gelatina Emulsionante, formadora de pelicula
Ciclodextrinas Emulsionante, encapsula

Lecitina Emulsionante

Proteinas del suero de leche Buen emulsionante

Aceites hidrogenados Barrera del agua y el oxigeno
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1.2.2.1 Maltodextrinas

Las dextrinas se forman por calentamiento del almidén, en presencia de acido
o base, o por via enzimatica formando polimeros de glucosa con alto grado de
ramificacion. Los polimeros de glucosa producidos pueden variar en longitud y en
peso molecular. Comparadas con almidones no modificados, tienen mejores
caracteristicas de solubilidad y viscosidad. Sus viscosidades son inferiores a las de la
goma arabiga y no presentan grupos lipofilicos, por lo que sus propiedades
emulsificantes son pobres (Kenyon y Anderson, 1988; Shahidi y Han, 1993). Sus
ventajas incluyen sabor tenue, es posible su uso a altas concentraciones de solidos y

mejoran la vida de almacenamiento de aceites esenciales de citricos (Madene, 2006).

1.2.2.2 Aimidones modificados

Los almidones modificados son muy utiles como ingredientes alimentarios y se
encuentran en abundancia en el mercado. Presentan caracteristicas funcionales
deseables, tales como solubilidad, textura, adherencia, dispersion, afinidad por los
aceites esenciales hidrofdbicos y tolerancia al calor (Kim y col., 1999).

Las modificaciones que se realizan a los almidones modificados pueden ser
guimicas o fisicas. Las quimicas comprenden hidrélisis acida, entrecruzamiento,
sustitucion o estabilizacion 'y conversibn (Thomas y Atwell, 1999b). Las
modificaciones fisicas producen almidones pregelatinizados, obtenidos por
calentamiento con control de la humedad, capaces de adsorber agua fria.

El procedimiento de modificacion empleado en la préctica, consiste en secar
suspensiones acuosas de almidon conteniendo 30 - 40 % sélidos. Los grupos

hidroxilos del almidon se pueden sustituir 0 pueden reaccionar con varios grupos
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funcionales. Las principales reacciones involucradas son esterificacién y eterificacion.
Los principales sustituyentes son: acetato de hidroxipropil y n-octenilsuccinato.
Generalmente los almidones modificados se preparan mediante combinaciones de
dos, tres y en ocasiones cuatro procesos.

Cualquier almidén puede ser modificado, sin embargo las modificaciones mas
significativas en la practica son las que se le realizan a los almidones de maiz y papa
(Ayala y Montes, 2004).

En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas principales de algunos almidones
modificados recomendados para utilizarse como agentes encapsulantes, se resalta la
importancia que estan adquiriendo estos almidones y el impacto que tienen sobre el

producto final.

Tabla 4. Aimidones modificados empleados en la encapsulaciéon de productos alimenticios.

Caracteristicas, funciones y beneficios. Adaptada de Aguilar Chavez, 2007.

Aln-1i_dén Dosis Caractel_'isticas y Beneficios
modificado funciones
CAPSUL 30 - 40% | Poseen baja viscosidad. Alto contenidode sélidos
sélidos Recomendados en un 20% facilita el secado. Buena
NEDEX 722 20 —_35% par_a encapsular aceites estabilidad_de emulsiqnes.
sélidos criticos y saborizantes. Alta retencion del aceite.
Soluble en agua fria. Retiene excelentemente
N — LOK 30 - 40% | Baja viscosidad. los aceites. Preserva el
s6lidos Recomendado en un 40% sabor. Estable en el
para aceite volatil. secado spray.
30 - 40% Splublg en agua fria. Baja Retiene exelentemente los
SERIE HI - CAP <6lidos viscosidad. Recomendado en | aceites. Preserva el sabor.
un 40% para aceite volatil. Estable en el secado spray.
ENCAPSUL 855 20 - 40% Baja viscosidad. Buen Buena retencién del aceite.
SERIE <6lidos vehiculo para sabores y Reduce costos de
CRISTALTEX especias. Emulsificante. prduccion y envasado.
10 - 40% Alt.o contenidg de amilosa que Alto potencjal de
HYLON VII <6lidos brinda plasticidad y formacion | encapsulacién.
de pelicula.
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1.2.2.3 Sacarosa

La sacarosa (p-D-fructofuranosil-o-D-glucopiranésido) es un disacarido no
reductor formado por glucosa y fructosa. La sacarosa se usa en los alimentos por su
poder endulzante, es el edulcorante mas utilizado en el mundo industrializado.

Durante los proceso de encapsulacion de aroma se pierden volatiles
modificando el perfil sensorial del aroma una vez reconstituido (Beristain y col.,
2002). Los disacéaridos pueden encapsular ciertos volatiles importantes para el perfil
aromatico donde la maltodextrina no es efectiva. Por esta razon en la industria se
utilizan mezclas de maltodextrinas y sacarosa. Estudios realizados en sistemas
modelos deshidratados, mostraron que en general la sacarosa es efectiva para
retener volatiles (Flink y Karel, 1970). La Tabla 5 muestra que el orden de retencién
de volétiles en sistemas deshidratados fue: sacarosa > maltosa > lactosa > glucosa
>> dextrina, para cinco compuestos volatiles. Sin embargo, la sacarosa actla en
detrimento de la estabilidad fisica del aroma encapsulado debido al su bajo valor de

Ty y a su relativa reactividad quimica (Levi y Karel, 1995; Chirife y Karel, 1973).

Tabla 5. Retencién de volatiles en sistemas modelos deshidrtados. Adaptado de Flink y
Karel (1970).

Volatiles Retencion de volatiles*

organicos Glucosa Maltosa Sacarosa Lactosa Dextrina
Acetona 0,99 2,01 2,30 1,83 0,03
Acetato de metilo 0,67 2,29 2,51 2,20 0,04
2-propanol 2,11 2,71 3,02 2,71 0,30
n-butanol 1,26 2,27 2,83 2,50 0,70
tert-butanol 1,93 3,10 3,27 3,10 2,96

* Todos los sistemas tienen la composicion inicial (% en peso): solutos no voléatiles: 18,1;
volatiles organicos: 0,75; agua: 80,45.
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1.2.2.4 Trehalosa

Origen, estructura y propiedades
La trehalosa es un disacarido de glucosa (a-D-glucopiranosil-a-D-

glucopiranésido) no reductor (Figura 14).

Figura 14. Molécula de trehalosa.

En la Tabla 6, se presentan las propiedades fisicas de la trehalosa en
comparacion con las de sacarosa (disacarido de peso molecular idéntico), con el
objeto de resaltar las propiedades principales que diferencian a estos azlcares
(Ohtake y Wang, 2011).

En la naturaleza la trehalosa se puede encontrar en hongos y levaduras. Por
ejemplo, las esporas y macroquistes del Dictyostelim mucoroides pueden contener
hasta un 7% de trehalosa en base seca (Clegg y Filosa, 1961). También se la puede
encontrar en levadura cervecera y de panaderia, variando su concentracién en
relacion a la edad de las células (Elbein y col., 2003). Esta presente en diferentes
bacterias de las familias Streptomyces, Mycobacterias, Corynobacterias, y en
Escherichia coli, Rhizobium sp.y Sulfdolobus acidocaldarius (Kaasen y col., 1994).
Ademas se la encuentra en el reino animal, en la hemolinfa de ciertos insectos y

larvas. Sus funciones en la naturaleza son amplias: como fuente de energia, como
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componente estructural; pero lo que mas llama la atencion de los investigadores es
su capacidad para estabilizar proteinas, enzimas y membranas celulares tanto en la
deshidratacion como en la congelacion (Crowe y col., 1983; Crowe y col., 1984). El
mecanismo por el cual la trehalosa cumple esta funcidon estaria estrechamente

relacionado con su estructura quimica.

Tabla 6. Comparacion de las propiedades de trehalosa y sacarosa. Adaptada de Ohtake y

Wang, 2011.

Propiedades Trehalosa Sacarosa | Referencias

Solubilidad (g/100 g H,O, _ Miller y col., 1997; Kubota,

220 9C) 40,6—68,9 200 2005.

Temperatura de fusion 210-215 188 Birch, 1963; Kubota, 2005.

Temperatura de transicion Saleki-Gerhardt y Zografi,

Vitreg T 0 110-120 65-75 1994; Crowe y col., 1996;

i Sussich y col., 1998.

Takeuchi y Banno, 1998;

Viscosidad relativa 1,85 1,30 Sola-Penna y Meyer-
Fernandes, 1998.

ffnf';'/‘:f”te de difusion 1,91 x 107 | 5,89 x 107 | Ekdawi-Sever y col., 2003.

Densidad (g/cm?, Conrad y de Pablo, 1999;

a25°Cy 85 °C) 1,58y 1,41 1 159y 137 | b jawi-Sever y col., 2001,

Estabilidad en pH extremo ~99% 0% a pH | Takeuchiy Banno, 1998;

(% remanente) 3-4 Kubota, 2005.

Poder endulzante respecto 45% 100% Kubota, 2005.

de la sacarosa

La unién de los monomeros de la trehalosa es més flexible que la de la sacarosa
y la maltosa pudiendo formar uniones con grupos polares de macromoléculas como
fosfolipidos, permitiendo una mejor interaccion (Villareal y col., 2004). Esta
propiedad es muy importante tanto durante la desecacién como en la congelacion de
biomembranas, ya que la trehalosa formaria fuertes uniones con los grupos polares
reemplazando al agua, impidiendo la agregacién de las moléculas de la membrana

(Crowe y Crowe, 1992). Por otra parte, la eficiencia para preservar membranas
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biol6gicas durante la congelacion pareceria estar relacionada con la capacidad que
tiene el azlcar de "acomodarse" a la red de uniones tetraédricas del agua

reduciendo la cantidad disponible para ser congelada (Patist y Zoerb, 2005).

Proceso de obtencion

La produccion de trehalosa ha progresado a lo largo de los afios a través del
desarrollo de nuevas técnicas para su sintesis.

Inicialmente se obtuvo a través de un proceso de extraccion a partir de un
cultivo de levadura, pero dado que los costos de produccidon eran exorbitantes, su
uso se limitd sélo a ciertos cosméticos y productos quimicos. En 1994, Hayashibara,
un fabricante de almidén azucarado en la prefectura de Okayama, Japon, descubrio
un método de produccién masiva de trehalosa a partir de almidon que era de bajo
costo. Al afio siguiente, Hayashibara comenzé a fabricar trehalosa mediante la
activacion de dos enzimas, la enzima productora glucosiltrehalosa que cambia el
extremo reductor de almidén en una estructura de trehalosa, y la enzima liberadora
de trehalosa que separa esta estructura de trehalosa. Como resultado, una trehalosa
de alta pureza a partir de almidén puede producirse en masa a un precio muy bajo

(Higashiyama, 2002).

Aplicacion y efecto como aditivo en la industria alimentaria

Japén fue el primer pais en aprobarla para su uso en alimentos en 1996, y
actualmente estd presente en diversos productos alimenticios. En la actualidad se
estima una produccion de 25000-30000 toneladas por afio (Richards y col., 2002;

Kubota, 2005). Posteriormente fue aprobada como un ingrediente alimenticio en
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Corea y Taiwan en 1998, sin limites de uso. Poco despueés, en el afio 2000, recibié en
Estados Unidos el status de aditivo GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) y
en el afio 2001 la Food and Drug Administration (FDA) la aprobé como nuevo
ingrediente alimentario y la introdujo en la Comunidad Europea Europa, desde
entonces se utiliza cada vez mas como aditivo multifuncional en alimentos (Ohtake y
Wang, 2011).

La trehalosa esta presente en mas de 8.000 productos de consumo masivo
como bebidas, vegetales y frutas procesadas, productos de panaderia, pescados y
mariscos procesados, productos alimenticios congelados y productos refrigerados
(Richards y col., 2002). La popularidad de trehalosa puede ser debida a su menor
dulzor y mayor persistencia en comparacion con la sacarosa (Portmann y Birch,
1995).

La adicion de trehalosa antes del secado de productos alimenticios frescos
ayuda a protegerlos de la desnaturalizacion, y evita la pérdida de voléatiles aromaticos
que le confieren a estos productos su aroma y sabor caracteristico (Colaco y Roser,
1995). Por ejemplo, purés de banana fresca, mango, fresa, manzana y frambuesa,
secaron a 25-50 °C en presencia de trehalosa demostrando que no habia cambios
detectables en el color u otras propiedades durante el almacenamiento prolongado,
pero los polvos secos no presentaron aroma. Sin embargo, después de la
reconstitucion, el color, la viscosidad y textura de los purés frescos se restauraron y
unos minutos después de la rehidratacién de los purés se advirtié el aroma Gnico de
la fruta fresca. La preservaciéon de volatiles aromaticos se puede entender por la
diferencia de hidrofilicidad entre la trehalosa vitrea y los componentes aromaticos; la

trehalosa vitrea e hidrofilica no es miscible con compuestos aromaticos volatiles
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hidrofobos tales como los ésteres (Roser, 1991; Colaco y Roser, 1995). Debido a esta
incompatibilidad, los voléatiles aromaticos quedan atrapados dentro del material vitreo
y sb6lo se liberan después de la reconstitucion. Contrariamente al material vitreo,
estable, no permeable producido por la trehalosa, otros azlcares en estado vitreo
cuando cristalizan se convierten en porosos y permeables a compuestos aroméaticos
volatiles, y por lo tanto, pierden el aroma de los productos frescos con el tiempo
(Roser, 1991).

En relacion a alimentos Whelan y col. (2008) investigaron como la Ty influye
sobre la vida util de helados de crema utilizando trehalosa en lugar de sacarosa
como ingrediente, analizando la formacion de cristales. En otro campo de aplicacion
dentro de la industria de alimentos, Busso Casati y col. (2007) estudiaron la
estabilidad fisica de aromas encapsulados en una matriz con trehalosa en lugar de
sacarosa, encontrando una mayor inhibicion de los fendmenos de apelmazamiento y
colapso. Komes y col. (2003, 2005) estudiaron la influencia de la adicion de trehalosa
sobre la retencion de volatiles en purés industriales de damasco y de frutillas
deshidratados por liofilizacion y por secado en espuma. Este estudio les permitio
encontrar que el uso de trehalosa favorecia la retencion de los voléatiles

caracteristicos de la fruta.

1.3 Emulsiones
I.3.1 Emulsiones aceite-agua
La emulsién es un sistema de dos fases que consta de dos liquidos inmiscibles,
uno de los cuales es dispersado en el otro en forma de gotas. La fase dispersa,

discontinua o interna es el liquido desintegrado en gotas. El liquido circundante es la
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fase continua o externa. En la mayoria de las emulsiones los dos liquidos
involucrados son el agua y el aceite, aunque en raras ocasiones se encuentran puros.
La fase acuosa puede consistir de soluciones de sales, azlcares, colorantes y
materiales coloidales hidrofilicos. La fase oleosa puede consistir de mezclas de
aceites esenciales, hidrocarburos, ceras, resinas y en general de materiales
hidrofébicos. Para formar una emulsién estable es necesario el incluir un tercer
componente denominado agente emulsificante. Al mezclarse el aceite con el agua
pueden formarse dos tipos de emulsiones: a) si el aceite se dispersa con el agua se
tiene una emulsién de aceite-en-agua (O/W). Alternativamente si el agua es la fase
dispersa se tiene una emulsion de agua-en-aceite (W/O) (Figura 15).

Las emulsiones tienden a exhibir la mayoria de las propiedades del liquido que
forma la fase continua. Entre los factores que afectan el tipo de emulsién formada
cuando se mezclan aceite y agua estan:

a) Las proporciones relativas de las fases.
b) El tipo y concentracion de los agentes emulsificantes

c) El método de preparacion de la emulsion.

Emulsion W/0 (Agua /[ Aceite) Emulsion O/W (Aceite / Agua)
- @)
® . @
o ®
©
Aceite Agua
Parte hidrofébica @ Parte hidrofilica

Figura 15. Tipos de emulsiones.
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A pesar de ser los coloides méas importantes en la vida diaria y de encontrarse
en numerosas aplicaciones, las emulsiones son sistemas termodindmicamente
inestables debido al contacto desfavorable entre las gotas de aceite y la fase acuosa.
Esto se debe a que el aceite y la fase acuosa tienen densidades diferentes, y por lo
tanto van a separarse en fases con el transcurso del tiempo (Moreau y col., 2003).

Un desafio al formular emulsiones es lograr que posean estabilidad fisica
durante el tiempo de interés. Los requerimientos para que una emulsion sea estable
en el tiempo deseado son que no haya cambios en la distribucion de tamafios de las
gotas o en su estado de agregacion (Karlberg y col., 2005). Esto se puede obtener
por un control adecuado de los procesos de desestabilizacion como el cremado, la
floculacion y la coalescencia. Muchas veces, estos procesos se presentan
simultaneamente y se pueden retardar mediante un aumento en la barrera de
energia que hace que las gotas se acerquen e interactien. Existen dos formas de
lograr un aumento en la energia: 1) por repulsion electrostatica mediante la creacion
de una capa cargada (surfactantes iénicos), y 2) por repulsién estérica debido a la
adsorcion de surfactantes no i6nicos o polimeros. El proceso de floculacién también
se puede prevenir si se aumenta la viscosidad de la fase continua ya que se reduce
la velocidad de acercamiento de las gotas.

En una emulsién, los agentes emulsificantes promueven la formacion de la
emulsion y la estabilidad en el corto tiempo mediante su adsorcidon y accién en la
interfase. Los estabilizantes, en cambio, brindan a la emulsion estabilidad a largo
plazo.

En una emulsién alimentaria, los almidones modificados tienen un rol principal

como emulsificantes y los polisacaridos se emplean principalmente como
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estabilizantes pero existen algunos polisacaridos que actlan también como agentes

emulsificantes (Karlberg y col., 2005).

1.3.1.1 Mecanismos fisicos de desestabilizacién de emulsiones

Desde el momento en que se forma una emulsion, inmediatamente después de
la homogeneizacién (y a veces durante), comienza el proceso de desestabilizacion, el
cual tiende a disminuir el area interfacial y llegar al estado termodinamico mas
estable, las fases separadas. Existen distintos mecanismos que contribuyen
simultanea y sinérgicamente a la desestabilizacion y son la consecuencia de distintos
fendmenos fisicos, los cuales se relacionan con la diferencia de densidad de las fases
continua y dispersa, las interacciones coloidales entre las gotas y la estructura y
viscoelasticidad del film interfacial (McClements, 1999).

En el caso particular de las emulsiones alimenticias, los cambios producidos por
la desestabilizacion deben controlarse para que las caracteristicas de la emulsion se
mantengan dentro de un rango de valores estrechos, fuera del cual ya no seria
posible su utilizacién o comercializacion (Wagner, 2000).

El cremado y la sedimentacion se conocen conjuntamente como fenomenos de
separacion gravitacional. El cremado describe el movimiento ascendente de las gotas
debido a la menor densidad de la fase dispersa respecto a la de la fase continua,
mientras que la sedimentacion describe el movimiento de las gotas en sentido
contrario, precisamente también por un efecto de diferencia de densidad. En general
(aunque no de manera exclusiva) el cremado es mas comun en emulsiones o/w y la

sedimentacion, en emulsiones w/o. Durante el proceso de cremado se forma una
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fase inferior o suero, la cual esta empobrecida en gotas y una fase superior
enriquecida en gotas, la fase crema (Figura 16).

La floculacion y la coalescencia son mecanismos de desestabilizacion que
surgen como consecuencia de un fendbmeno de agregacion entre las gotas. En el
primer caso, las gotas mantienen su integridad individual, mientras que en la
coalescencia el proceso de agregacion entre dos gotas culmina con la formacion de
una gota de mayor tamafio y por lo tanto implica la ruptura de la pelicula interfacial.
Si la coalescencia se da en mayor extension, puede conducir eventualmente a la
formacién de una capa de aceite libre en la parte superior de la emulsion (Friberg,
1997). Este fendmeno se conoce en inglés, como “oiling off” y culmina con la
separacion total de las fases constituyentes del sistema (Figura 16).

El transporte difusivo de la fase dispersa desde las gotas mas pequefias a las
mas grandes en una emulsion se denomina desproporcién de Ostwald. El efecto es el
crecimiento de las gotas mas grandes a expensas de las mas pequefias. En la
practica, es muy dificil distinguir este proceso del de coalescencia. La presencia de
sustancias hidrosolubles en la fase oleosa dispersa (alcoholes, acidos grasos de
cadena corta) puede inducir en las emulsiones un cierto grado de desproporcion
(Friberg, 1997; McClements, 1999).

Cuando una emulsion se almacena en condiciones estacionarias, con excepciéon
de que se haya elegido un método de homogeneizacion ineficiente o un agente
emulsificante inadecuado, la coalescencia es un mecanismo de desestabilizacion mas
lento que el cremado y la floculacion (Britten y Giroux, 1991). Para que este proceso

ocurra, las gotas deben estar lo suficientemente cercanas entre si. Este hecho es
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mas probable que se dé en emulsiones que presentan un alto grado de floculacién o
cuando se ha formado la fase crema (Damodaran, 2005).

La inversion de fase es un proceso en el cual se produce un cambio desde una
emulsion aceite en agua (o/w) a una emulsion agua en aceite (w/0) y viceversa. Este
mecanismo de desestabilizacion es muy importante en la manufactura de algunos
productos alimenticios, como la margarina y la manteca (Dickinson y Stainsby, 1982;
McClements, 1999). La base de este fendbmeno es muy compleja, y se cree que
involucra aspectos fisicoquimicos de la floculacién, coalescencia, coalescencia parcial
(cuando las gotas son semicristalinas) y formacion de emulsiones. Después de la
inversion de fase, las propiedades de la emulsion pueden cambiar
considerablemente.

Los mecanismos de desestabilizacion no ocurren de manera separada o aislada.
Una emulsion puede desestabilizarse simultaneamente por distintos mecanismos,
dependiendo de la viscosidad de la fase continua, el tipo de agente emulsificante
empleado y su concentracién inicial en la fase acuosa (u oleosa), la adicién de
componentes (sales, azucares), el pH y la aplicacion de distintos tratamientos, como
trabajo mecanico, ciclos de temperatura y congelacion.

Ademas de los mecanismos fisicos descriptos, las emulsiones también se
pueden desestabilizar por mecanismos quimicos como por ejemplo por procesos tales
como la oxidacion lipidica o alteracion por crecimiento microbiano. Los cambios
guimicos en algunos componentes de la emulsion pueden favorecer la

desestabilizacion de una emulsiéon por mecanismos fisicos (McClements, 1999).
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Emulsién inicial

Floculacion

v Aceite libre en la Separacion

Coalescencia parte superior de fases

Figura 16. Mecanismos de desestabilizacién de una emulsién aceite en agua (o/w):
Cremado (1); Floculacion (2); Coalescencia (3). Si el proceso de coalescencia continua en el
tiempo, se forma una capa de aceite libre en la parte superior de la emulsion (4), que
culmina con la separacion total de fases (5). Adaptado de Palazolo, 2006.

1.3.2 Procesos de formacién de emulsiones

1.3.2.1 Homogeneizacién primaria y secundaria

El proceso de convertir dos liquidos inmiscibles en una emulsion se denomina
homogeneizacion. Para realizar una distincién segun la naturaleza de los materiales

de partida es conveniente clasificar a la homogeneizacion en dos categorias. La
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creacion de una emulsion a partir de dos fases liquidas separadas se denomina
homogeneizacion primaria, mientras que el proceso de reducir el tamafio de las
gotas en una emulsibn ya existente se denomina homogeneizacién secundaria
(Figura 17). La creacién de un tipo particular de emulsiéon puede involucrar una
homogeneizacion primaria, secundaria o una combinacién de ambas (McClements,

1999).

i 2
o O o @
Aceite ®) S e °°
—® Cl —> |52
o O o
o o o
Fase O O o 0 ®
ACU0SA QO fo) O o 4
O o 0o 4
" DAY o= 2y

Figura 17. Representacion esquematica del proceso de homogeneizacion para una emulsion
aceite en agua mostrando la homogeneizacion primaria (1) y la homogeneizacién secundaria
(2). Adaptado de Palazolo, 2006.

1.3.2.2 Procesos criticos durante la formaciéon de emulsiones

La formacion de gotas en una emulsion es un proceso que requiere energia, la
cual es suministrada por el homogeneizador. Durante el proceso de homogeneizacion
primaria, la interfase entre las dos fases liquidas inmiscibles se deforma en tal
extension, que comienzan a producirse gotas, en su mayoria, de tamafio muy
grande. Estas gotas deben deformarse y romperse para formar gotas de menor
tamafo, por fuerzas de ruptura. Las gotas de un liquido en otro que es inmiscible,
tienden a adoptar una forma esférica para minimizar la energia libre interfacial. La

fuerza responsable de la forma esférica esta dada por la ecuacion de Laplace:
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AP =—" Ecuacion 1

Donde:
1P es la diferencia de presion entre el interior y el exterior de la gota
O es la tensidn interfacial

D es el diametro de la gota.

Las fuerzas interfaciales ejercen una presiéon hacia el interior, que es mayor
cuanto menor es el didmetro de las gotas y mayor la tensién interfacial. El agente
emulsificante es necesario para la formacion de la emulsion y para ello debe
adsorberse en la interfase, disminuyendo la tensién interfacial, disminuyendo la
presion de Laplace (Ecuacion 1), lo cual facilita la deformacion y en consecuencia,
la ruptura en gotas de menor tamafio. Ademas, la formacién del film interfacial evita
la coalescencia de las gotas recién formadas.

El transporte de las moléculas del agente surfactante hacia la interfase
durante el proceso de homogeneizacion no esta determinada por difusién sino por
conveccion (Walstra, 1983). Por lo tanto, es sumamente importante que el agente
emulsificante recubra la interfase creada en una escala de tiempo similar a la del
proceso de homogeneizacién. En caso de que la adsorcion sea muy lenta en
comparacion con la capacidad del homogeneizador de generar area interfacial, se
produce el proceso de coalescencia de las gotas recién formadas. Esto determina que

el proceso de formacion de la emulsion no sea eficiente (Ford y col., 1997).
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1.3.2.3 Equipos de homogeneizacién

Existen muchos tipos diferentes de homogeneizadores para la produccion de
emulsiones alimentarias. La eleccién de un homogeneizador particular depende del
volumen de emulsiébn que se desea preparar, la naturaleza de los materiales a
emulsificar, el tamafio de gota deseado y el costo (McClements, 1999). La intensidad
de agitacion mecénica se atribuye a la densidad de energia en el liquido (€), la cual
es la cantidad de energia mecénica disipada por unidad de volumen y por unidad de
tiempo (o la potencia por unidad de volumen). La cantidad total de energia mecanica
suministrada debe ser extremadamente grande, debido a la oposicién de la presion
de Laplace (Ecuacion 1) (Walstra, 1983; Ford y col., 1997). La mayoria de la
energia suministrada actua en un tiempo muy corto y localmente, disipAndose como
calor. Por tal motivo, la temperatura del sistema debe controlarse, especialmente en
los dispositivos de alta «.

La Tabla 7 muestra los principales tipos de homogeneizadores utilizados a
escala industrial y de laboratorio. Los homogeneizadores de baja (3000 r.p.m.) y
de alta velocidad (hasta 25000 r.p.m.) son adecuados para producir emulsiones a
partir de las fases liquidas separadas. Al tener baja densidad de energia producen
emulsiones de tamafio de gota relativamente grande. Los homogeneizadores que
tienen disefio rotor/estator de alta velocidad son mas efectivos que los de disefio a
cuchilla. Debido al niumero elevado de revoluciones del rotor, las fases liquidas a
procesar se aspiran axialmente y se presiona a través de las ranuras del conjunto
rotor/estator. El movimiento de alta velocidad a través de las ranuras produce el

esfuerzo de corte responsable de la ruptura de las gotas.
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Tabla 7. Principales dispositivos de homogeneizacion y sus caracteristicas como la densidad
de energia (A=alta, M=media y B=baja); el modo de operacion (C=continuo, D=discontinuo
0 batch); el mecanismo de ruptura (L=flujo laminar, T=flujo turbulento y C=cavitacién); el
tamafio de gota (tamafio de gota méaximo, en promedio) y la viscosidad de las muestra
(B=baja, M=mediana o A=alta). Adaptado de Palazolo ( 2006).

Densidad . Tamaiio . .
. . Modode Mecanismo Viscosidad
Homogeneizador de energia < s de gota
(0) operacion de ruptura (Om) de muestra

Homogeneizadores
de baja velocidad B D L, T 5 B-M
(sistemas cuchilla)

Homogeneizadores
de alta velocidad

. . B D L, T 2 B-M
(sistema cuchilla
y rotor/estator)
Molino coloidal I C L, T 1 M- A
Homogeneizador
a vélvula de alta A C T, C 0,1 B-M
presion
Homoger]el.zador A D T C 0.1 B—M
ultrasénico
Homogeneizador A c T 0.1 B—M

de membrana

Los molinos coloidales son adecuados para la homogeneizacion de emulsiones
de alta viscosidad y tienen un disefio rotor/estator al igual que los homogeneizadores
de alta velocidad.

Los homogeneizadores a valvula de alta presion son soélo eficaces en reducir el
tamafio de gota de una emulsion preexistente y por ende, realizan una
homogeneizacién secundaria. A través de una bomba, la pre-emulsion es forzada a
pasar a través de una valvula a presion elevada (entre 10 y 50 MPa).

En los homogeneizadores de membrana, la fase dispersa se hace pasar
forzosamente a través de una membrana porosa de vidrio o ceramica. El pasaje
forzado a través de los pequefios orificios de la membrana produce el esfuerzo de

corte necesario mientras el agente emulsificante disperso en la fase acuosa se
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adsorbe en la superficie de las gotas generadas. El tamafio de gotas producido
depende de la rapidez con la que el agente emulsificante se adsorbe en la interfase.
La principal caracteristica de la homogeneizacion con membranas es la formacion de
emulsiones de distribucion de tamafio monomodal.

En los homogeneizadores ultrasonicos, la fuente convierte el voltaje
suministrado (energia eléctrica) en ondas ultrasonicas (hasta 20 kHz) que se
transmiten al seno del liquido y producen millones de cavidades microscoépicas. El
colapso de estas cavidades genera ondas de choque que producen deformacion y
ruptura de las gotas. La temperatura dentro de las cavidades es extremadamente
alta y la presion, superior a 500 atmadsferas. Sin embargo los tiempos de vida media
de las cavidades estan en el orden de los microsegundos, con lo cual la energia
liberada por cada cavidad es minima. La alta densidad de energia de este dispositivo
de homogeneizacion se atribuye al efecto acumulativo del gran niamero de cavidades
generadas. Hay distintos disefios para uso de laboratorio (piezoeléctricos, puntas
sonicadoras) e industrial (generacion de campo ultrasénico por aguja vibrante)

(McClements, 1999).

1.3.3 Evaluacién de la eficiencia en la homogeneizacion

1.3.3.1 Métodos basados en la dispersién de luz

Muchas propiedades importantes de las emulsiones como la estabilidad a largo
plazo, la apariencia y la textura estan intimamente ligadas al tamafio de las gotas
gue contienen. Por consiguiente es sumamente importante poder contar con
meétodos para medir este pardmetro de manera sencilla y reproducible. Las técnicas

basadas en la dispersién estatica de luz se utilizan para determinar tamafos de
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particula de emulsiones comprendidos entre 0,1 y 1000 um; por lo tanto se aplican
exhaustivamente a la caracterizacion de emulsiones alimentarias.

Cuando un haz de luz incide a través de la emulsién, el mismo es dispersado
por las gotas en distintas direcciones. La intensidad con la que se produce este
fendbmeno esta determinada principalmente por el tamafio de las gotas, la longitud
de onda de la luz y la diferencia entre los indice de refraccion de las fases dispersa y
continua. La interaccion de una onda electromagnética con una emulsion se
caracteriza mediante un patrén de dispersién, el cual representa la dependencia
angular de la intensidad de luz que emerge de la emulsion. A través de la aplicacion
de modelos matematicos adecuados, este patron de dispersion puede dar
informacién sobre la fraccién volumétrica de la fase dispersa y el tamafio de gota de
las emulsiones.

La teoria de Mie fue desarrollada para interpretar patrones de dispersion de
emulsiones diluidas que contienen particulas esféricas independientemente de su
tamafo. Esta teoria asume que las ondas de luz son dispersadas por una particula
por Unica vez, de manera que puede aplicarse solo en emulsiones diluidas, cuando la
concentracion de gotas, ¢, es menor a 0,05 %. En emulsiones méas concentradas, el
haz de luz dispersado por una gota interactia inmediatamente con otra gota, de
manera que el patron de dispersion se altera. La teoria de la dispersién de luz
multiple se desarroll6 para el andlisis de patrones de dispersion de emulsiones
concentradas.

La dispersion de la luz por parte de las emulsiones esta estrictamente ligada
con su apariencia. La intensidad de luz dispersada es mayor cuando la longitud de

onda de la luz incidente esta en el mismo orden que el tamafo de las gotas y cuando
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la diferencia de indices de refraccion entre las fases continua y dispersa es minima

(McClements, 1999).

1.3.3.2 Distribuciones de tamafio de particula

Las emulsiones alimentarias son siempre polidispersas, es decir, el tamafio de
todas las gotas varia dentro de un rango definido entre un valor minimo y un valor
maximo. Por lo tanto, para el analisis del tamafio de gota de las emulsiones
alimentarias es conveniente referirse en términos de una distribucion de tamafio de
gota. Los datos se presentan como una frecuencia de tamafios en numero, en

superficie o en volumen. Ecuaciones 2, 3 y 4 respectivamente.

fo=ni/ N Ecuacion 2
fe= alA Ecuacion 3
fy=vilV Ecuacion 4

donde, nj, & y v; son el numero, area y volumen de las gotas del i-ésimo rango; N es
el numero total de gotas, A es el area total creada durante el proceso de
homogeneizacién y V es el volumen total de la gotas en la emulsion.

La distribucién de tamafio de gota también se puede representar como curvas
continuas: la funcion de distribucion F (D)) y la funcion de distribucion acumulativa C
(Dy). La funcion de distribucién en niumero se genera de manera tal que el area bajo
la curva en el rango de dos didmetros D; y Di+ adD; es igual al nUumero de particulas

en dicho rango, n;, de manera tal que ni = FD;) . abD;. A partir del mismo
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razonamiento puede generarse las correspondientes funciones de distribucion en
superficie y en volumen.

Asumiendo que las emulsiones estan formadas por gotas esféricas, las
funciones de distribuciéon en numero, Fn (D), superficie, Fs (D;) y volumen, F, (D))

pueden relacionarse entre si a partir de las siguientes expresiones:

F, (D)) = (1/6) . n. D . Fy(D) Ecuacién 5

Fs (D) = n. D7 . Fy (D) Ecuacion 6

Las funciones de distribucion son monomodales cuando presentan un anico
pico, bimodales cuando presentan dos picos principales o multimodales si hay mas
de dos picos.

La Figura 18 muestra un ejemplo de distribuciones en numero, superficie y
volumen para una emulsion aceite en agua.

La utilizacibn de modelos matematicos para las funciones de distribucion tiene
la ventaja de describir un sistema complejo mediante un numero pequefio de
pardmetros. Aunque en la mayoria de los casos no se puede aplicar un modelo
matematico de manera satisfactoria, a partir de las funciones de distribucion se
pueden calcular distintos diametros promedio (Tablas 8 y 9). La determinacion de
los didmetros promedio D; o, D,oy Dgsp requiere el conocimiento del niamero total de
gotas. El conteo de gotas en una emulsion es un proceso extremadamente complejo,
de manera que se utilizan los diametros promedio de Sauter (D3, y de De Brouker

(D43, cuyas férmulas no contienen el nimero total de gotas (Tabla 8).
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Figura 18. Distribuciones de tamarfio de particula para una emulsién multimodal: a), b) y c),
distribuciones en numero, superficie y volumen, expresadas como histograma; d) y e) las
mismas distribuciones anteriores expresadas como una funcion de distribucion continua o una
funcion de distribuciéon acumulativa. Adaptado de Palazolo (2006).
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Tabla 8. Diferentes formas de expresar el didmetro promedio de las gotas en una emulsion
polidispersa. Abreviaturas: N = numero; S = superficie; V= volumen. Adaptado de Palazolo

(20086).

Diametros promedio

Notacion

Tipo de distribucion relacionada

Didmetro promedio en niumero

Didmetro promedio en superficie

Didmetro promedio en volumen

Didmetro promedio de Sauter

Didmetro promedio de De Brouker

Percentil 0,5 0 50 % (mediana)

DJ,O

DZ,D

D30

D3,2

Dz

Dx,0,5 (X = N, Sv V)

Tabla 9. Definicion matematica de los diametros promedio mas utilizados en emulsiones

(Rawle, 2005).
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El diametro promedio D3, se puede relacionar con el area interfacial especifica

(AIE, en m?/ml de emulsién) a partir de la siguiente expresion (Walstra, 1983):

AIE=6.¢/ D3> Ecuacion 7

Donde: ¢ es la fraccion volumétrica.
La determinacién del tamafio de gota debe hacerse en condiciones de alta
dilucion (¢ <0,05) y con agitacion, con el objeto de que las gotas se distribuyan de

manera uniforme.

1.4 Sistemas deshidratados

I.4.1 Propiedades fisicas de sistemas deshidratados

1.4.1.1 Actividad de agua e isotermas de sorcién de agua

El contenido de agua de un alimento esta intimamente ligado con su estabilidad
microbiolégica. Sin embargo, se ha observado que diferentes tipos de alimentos con
el mismo contenido de agua pueden tener estabilidad diferente. Esto se debe a que
el agua se encuentra asociada con distinta intensidad a los componentes no acuosos
y cuando esta implicada en asociaciones fuertes no puede ser utilizada por
microorganismos. Por esta razén se utiliza mas comunmente el concepto de actividad
de agua (aw), en lugar de contenido acuoso, para predecir la estabilidad
microbioldgica de un alimento (Fennema, 2000).

El concepto de actividad de agua procede de las leyes termodinamicas de
Lewis, y se define como:

aw = (p/ po)r Ecuacion 8
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Donde:
a, es la actividad de agua.
p es la presion de vapor del agua en el producto a la temperatura T.
Po €s la presion de vapor del agua pura a la temperatura T.

Esta igualdad se basa en asumir la existencia de equilibrio termodinamico.

La actividad de agua representa la fuerza impulsora para la migracién de agua
desde el ambiente hacia el alimento y viceversa, o para la igualaciéon de las
actividades de agua de los componentes de una mezcla. Por lo tanto, en el
almacenamiento de productos deshidratados es especialmente importante conocer
las caracteristicas de sorciéon del material, y este es uno de los factores mas
importantes para determinar sus caracteristicas de almacenaje.

En el equilibrio, la actividad de agua esta relacionada con el contenido acuoso a
una temperatura constante a través de la isoterma de sorciéon de agua, Figura 19.
Las isotermas de sorcion de agua presentan diferente forma dependiendo del
sistema en estudio. La Figura 19a representa el comportamiento de los sistemas
amorfos (que incluyen a muchos alimentos). A bajas a, la adsorcion de agua es
mayor en los sistemas amorfos que en los cristalinos (Figura 19b). Un sélido
cristalino adsorbe muy poca agua hasta una a, dada, a partir de la cual el agua
comienza a disolver los cristales.

Ademas existen materiales, como los azlucares, que a bajas a, son amorfos,
pero al aumentar el contenido de agua logran suficiente movilidad para cristalizar. En
muchos casos la estructura cristalina no puede contener la misma cantidad de agua
que el material amorfo y por lo tanto se produce una “caida” de la curva como se ve

en la Figura 19c.
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Figura 19. Isotermas de sorcién de agua correspondientes a sistemas amorfos, cristalinos y
a materiales amorfos que cristalizan a medida que aumenta la actividad de agua.

1.4.1.2 Estado vitreo y estabilidad

En términos de termodinamica, en alimentos complejos no existen estados de
equilibrio estable, pero si se pueden alcanzar varios estados de equilibrio
metaestable. La estabilidad de propiedades deseables en los alimentos esta entonces
cinéticamente gobernada en condiciones de metaestabilidad dadas por el estado
vitreo, y el objetivo de la obtencion de productos estables durante el
almacenamiento es impartir propiedades de metaestabilidad (Franks, 1994). En estos
casos, el estado fisico es extremadamente sensible a la humedad, la temperatura y
el tiempo de observacion.

Un material no cristalino puede existir en el estado vitreo o en el estado liquido
sobre-enfriado (“gomoso”) dependiendo de la temperatura y de la presencia de
agua. El cambio entre estos dos estados, se conoce como transicion vitrea. El
término transicion vitrea se refiere a la temperatura a la cual los vidrios inorganicos
empiezan a ablandarse y fluir (Sperling, 1986). Por debajo de la temperatura de
transicion vitrea (Ty), que es caracteristica de cada sistema, el material es un soélido
amorfo (vidrio) altamente viscoso. La transicion vitrea (Tg) puede utilizarse como un

pardmetro descriptivo del estado fisico de las macromoléculas, el cual puede diferir
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de la movilidad de las moléculas més pequefias como el agua (Vittadini y Chinachoti,
2003). La movilidad molecular en los vidrios estd restringida a vibraciones y
movimientos rotacionales de rango corto (Sperling, 1986). Los cambios que ocurren
en el estado vitreo, durante el llamado “envejecimiento fisico”, son extremadamente
lentos (Levine y Slade, 1986; Slade y Levine, 1991; Jouppila, 1999; Roos y col.,
1996). A temperaturas superiores a Tg, el sistema pasa del estado vitreo al de liquido
sobre-enfriado, la viscosidad disminuye de aproximadamente 102 a 10°® Pa.s
(Sperling, 2005), aumenta la movilidad molecular y los movimientos traslacionales.
Por lo tanto, al ocurrir la transicion vitrea, los materiales son mas susceptibles a
cambios fisicos o quimicos, y el parametro (T-Ty) o sea la diferencia entre la
temperatura del experimento y la Ty, que representa la distancia a la temperatura de
transicion vitrea en la escala de temperaturas, en muchos casos permite definir las
variables cinéticas de los cambios fisico-quimicos asociados. Un valor de (T-Tg) alto y
positivo indicaria las condiciones para altas velocidades de transformaciones.

Los solidos amorfos se obtienen cuando las moléculas del soluto son
inmovilizadas mediante un rapido congelamiento o una répida deshidratacion, como
sucede en los procesos de liofilizacién o secado por aspersion o “spray” (Figura 20).
Como consecuencia de estos procedimientos, el sistema experimenta un répido
incremento de la viscosidad y por ende una importante disminucion en la movilidad
molecular. Las moléculas de soluto no pueden alcanzar configuraciones de equilibrio
y por lo tanto no pueden organizarse para formar un cristal, sino que permanecen en
forma desordenada o amorfa. En el secado convencional de sistemas heterogéneos

(tejidos, multicomponentes), gran parte del material permanece amorfo por
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impedimentos de movilidad de las sustancias cristalizables. (White y Cakebread,

1966; Levine y Slade, 1992; Roos y Karel, 1992).

SOLUCION

@ Agua
\ Soluto

Secado spray

Evaporacion 0
Eama A Liofilizacion
Transicion
vitrea
soLIDO | € LIQUIDO SOLIDO
CRISTALINO SOBRE-ENFRIADO AMORFO

Aumento de la
temperatura o del
contenido de agua

Figura 20. Formacién de un so6lido amorfo o cristalino a partir de una solucion. Adaptado de
Karmas, 1994.

Una aplicacion interesante del estudio de la transicion vitrea es el entendimiento
de las propiedades de textura de sistemas alimenticios, y la explicacion de los
cambios que ocurren durante el procesado y almacenamiento de los alimentos

(Nelson y Labuza, 1994). Algunos materiales de bajo contenido de agua son fragiles
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mientras permanecen en el estado vitreo (Slade y Levine, 1995). A medida que los
polimeros absorben agua no todas sus propiedades se afectan de la misma manera,
en el rango bajo a intermedio de humedades algunas propiedades mecanicas
muestran un maximo en funcién del contenido de agua, mientras que la Ty
disminuye continuamente (Chang y col.,, 2000). Es importante notar que, a
temperaturas en el rango de la Ty, un cambio de pocos grados puede provocar en los
materiales fragiles una disminucion significativa en la rigidez.

En cuanto a la relacién entre el estado amorfo y la cinética de las reacciones
quimicas, la mayoria de los estudios evidencian efectos combinados de la transicion
vitrea y otros factores como el contenido de agua, actividad de agua, temperatura y
concentracion de reactivos, sobre la velocidad de reacciones quimicas (Karmas y col.,
1992; Bell y Hageman, 1994; Roos y Himberg, 1994; Buera y Karel, 1995; Bell,
1996).

La movilidad molecular en un sistema amorfo puede ser afectada por la adicion
de compuestos de bajo peso molecular, que actian como plastificantes, esto es,
aumentan la flexibilidad y extensibilidad. Ademdés, los compuestos de bajo peso
molecular tienen efecto sobre la T4 de un sistema. En los sistemas biolégicos el
plastificante mas importante es el agua. En la Figura 21 se muestra, para una
matriz de azucar, la curva de T4 en funcion del contenido de agua.

A medida que aumenta el contenido acuoso, disminuye la T4 (Roos, 1992) y la
transicion de un sistema vitreo a uno sobre-enfriado se puede dar tanto por aumento

de la temperatura como del contenido de agua.
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Figura 21. Curva de temperatura de transicion vitrea en funcién del contenido de agua.
Adaptado de Cardona y col. (1997).

Los materiales sobreenfriados estdan en un estado de no equilibrio y exhiben
cambios dependientes del tiempo a medida que se acercan al equilibrio. De esta
forma, pueden ocurrir cambios en sus caracteristicas mecanicas o cambios en la
difusiéon de solutos (Roos, y col., 1996). Los cambios mecanicos incluyen los
fendmenos de colapso, pegajosidad, apelmazamiento y pérdida de porosidad (White
y Cakebread, 1966; Bellows y King, 1973; Trsourouflis, y col., 1976; To y Flink, 1978
a; To y Flink, 1978 b; Flink, 1983; Levine y Slade, 1988; 1991). Los cambios en la
difusion afectan la cinética de cristalizacion de azlcares amorfos, la liberacion de
aromas y en algunos casos las cinéticas de las reacciones (White y Cakebread, 1966;
Iglesias y Chirife, 1978; To y Flink, 1978 c; Levine y Slade, 1988; Roos y Karel, 1990;
Slade y Levine, 1991; Roos y Karel, 1992; Roos, 1995c; Simatos, y col., 1995; Roos,
y col., 1996).

La Figura 22 muestra un esquema del efecto de la transicion vitrea sobre los
cambios que ocurren en el procesamiento y almacenamiento de alimentos (Roos,

1998a).
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Figura 22. Representacion esquematica de los efectos de la transicién vitrea sobre las
transformaciones estructurales y los cambios controlados por la difusion en materiales
farmacéuticos, bioldgicos y alimentos. El bloque de la izquierda representa al estado vitreo, y
el de la derecha al estado sobreenfriado. Adaptado de Roos, 1998a.

En el caso de aromas encapsulados en polvo, son muy importantes las
consecuencias que tiene el almacenamiento a temperaturas mayores que T4 La
cristalizacién de azlcares en la matriz carrier puede causar la pérdida de aromas.
Ademas, la ocurrencia de pegajosidad, apelmazamiento y colapso de los polvos, no
solo produce productos con un aspecto indeseable para el consumidor, sino que
también provoca la pérdida de aromas, y la dificultad en la reconstitucién de los

polvos.

Cristalizacion de hidratos de carbono amorfos

La cristalizacion incluye tres etapas: nucleacion, propagacion y maduracion
(Slade y Levine, 1987; Levine y Slade, 1992; Roos, 1995b). Durante la propagacion

ocurre el crecimiento de los cristales, que requiere difusibn y una orientacion
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adecuada de las moléculas que estan cristalizando sobre la superficie de un cristal en
crecimiento (Jouppila, 1999). La velocidad de cristalizacién se puede controlar por la
velocidad de difusion de las moléculas en su nucleacién o en los sitios de crecimiento
del cristal, y mediante la habilidad de las moléculas para reorientarse entre ellas para
formar un ndcleo o para formar un cristal lateral (Hartel y Shastry, 1991; Roos,
1995a).

Se sabe que la cristalizacion de polimeros sintéticos amorfos esta controlada
por la transicion vitrea (Tant y Wilkes, 1981; Sperling, 1986). Ademas, la velocidad
de cristalizacion en hidratos de carbono amorfos aumenta al aumentar la diferencia
entre la temperatura de almacenamiento y la T4 (Slade y Levine, 1991). Los hidratos
de carbono amorfos cristalizan cuando se almacenan en condiciones de humedad
relativa en la cual el contenido de agua se torna lo suficientemente alto como para
disminuir la transicion vitrea por debajo de la temperatura de almacenamiento (Roos
y Karel, 1990; Roos y Karel, 1992); siendo éste el contenido de agua critico (Roos,
1993). El almacenamiento de los hidratos de carbono a tales condiciones de HR
podria resultar en cristalizaciones dependientes del tiempo (Jouppila, 1999).

El agregado de otras macromoléculas a sistemas de azlcares puede alterar las
caracteristicas de sorcion de agua, y retrasar la cristalizacion de azucares. Por
ejemplo, varios autores observaron que la cristalizacién de la lactosa estaba afectada
(retrasada) por los otros componentes sélidos de la leche (Berlin, y col., 1973;

Senoussi, y col., 1995; Jouppilay col., 1999).

Pegajosidad, apelmazamiento y colapso estructural
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Los fendbmenos de apelmazamiento, pegajosidad y colapso ocurren en polvos
como consecuencia de un aumento de temperatura o humedad. El término “colapso”
se utiliza para describir la pérdida de estructura, la reduccién del tamafio de los
poros y un encogimiento volumétrico en materiales secos. Los materiales muy
porosos, como los preparados por liofilizacion son susceptibles de sufrir un colapso
post-secado cuando no se mantienen las condiciones Optimas de almacenamiento
(Levi y Karel, 1995). El apelmazamiento de los polvos se puede considerar como un
fendbmeno de colapso, en el que se forman agregados de particulas en forma
permanente, que se endurecen e impiden el flujo libre del polvo. Por el contrario la
pegajosidad se refiere a un proceso instantaneo que se debe a la plastificacion de la
superficie de las particulas, con la formacion de puentes liquidos entre ellas (Roos,
1995).

El colapso en las matrices liofilizadas puede afectar adversamente las
propiedades del material liofilizado, y entre ellas se pueden citar: a) pérdida de
volatiles atrapados en la matriz liofilizada (Flink y Karel, 1972; Tsourouflis y col.,
1976; To y Flink, 1978 c; Gerschenson, y col., 1981); b) disminucion de las
caracteristicas de rehidratacion de tejidos vegetales (Tsourouflis y col., 1976; Anglea,
y col., 1993); c) distribucion inhomogenea de la humedad de la muestra (Tsourouflis
y col., 1976); d) aparicién de apelmazamiento y pegajosidad (Levine y Slade, 1989;
Aguilera, y col., 1993); e) sellado de los capilares, durante la liofilizacion, que
provoca una disminucion en la deshidratacion y pérdida de esponjosidad (Bellows &
King, 1973; Flink, 1983); f) modificacién de la velocidad de desarrollo de color (Buera
y Karel, 1995; Roos y Himberg , 1994); y g) aumento de la velocidad de oxidacion de

lipidos (Gejl-Hansen y Flink, 1977).
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La temperatura de colapso (T;) se defini6 especificamente para cada
experimento y se determiné para algunos sistemas (To y Flink, 1978 a). Entre los
factores que afectan la T. se pueden citar: la temperatura de almacenamiento de la
muestra (To y Flink, 1978 a); el aumento de humedad, (Levi y Karel, 1995); la masa
molecular (To y Flink, 1978 a; Aguilera, y col., 1993); y la temperatura de transicion
vitrea (Levi y Karel, 1995).

Esta claro que el colapso y la temperatura de transicion vitrea son fenémenos
relacionados, mientras la transicion vitrea de un material polimérico es generalmente
reversible, el colapso de las matrices liofilizadas es irreversible. La Figura 23
muestra la relacion entre la temperatura de transicion vitrea y la aparicion de

fenomenos fisicos de deterioro.

Flujo liquido

Temperatura —>

v

Contenido de agua

Figura 23. Consecuencias de la transicion vitrea sobre los fenémenos fisicos. Adaptado de
Roos 1995b.

Se propuso que la relacion entre T,y Ty de un alimento amorfo se podria usar
como un indicador de estabilidad. Por lo tanto, el conocimiento de la Tg y su

dependencia con el contenido de agua se podria usar para controlar los problemas
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de pegajosidad, especialmente para la produccién y para la estabilidad de polvos

liofilizados (Roos, 1995h).

1.4.2. Cambios influenciados por los procesos de secado

El secado tiene como objetivo disminuir la actividad del agua (a,) de diversos
materiales perecederos a valores de a, menores de 0,5 con el fin de permitir su
almacenamiento a temperatura ambiente.

El parametro que tradicionalmente se empled para describir la estabilidad de
alimentos fue la actividad de agua. Labuza, y col. (1970) definieron un mapa de
estabilidad en el que se indicaba esquematicamente la velocidad relativa de procesos
quimicos, enzimaticos y microbiolégicos en funciéon de a, (Figura 24). A valores
bajos de a,, el agua estd fuertemente unida a los sitios méas polares, y no esta
disponible para solvatar a los reactivos. El limite de esta regién de a,, es la humedad
de monocapa (Labuza, 1975). A valores mayores de a,, €l agua existe en multicapas,
y su movilidad molecular aumenta. Se observa un aumento en las velocidades de
reaccion, debido a la disponibilidad de agua como medio de reaccion. Con un mayor
aumento de a,, la velocidad de algunas reacciones disminuye debido a la inhibicion
por producto causada por ser un producto de reaccién; o a la dilucién de los
reactivos en la fase acuosa. La actividad de agua provee una guia general para
predecir la estabilidad de alimentos, y se utiliza extensivamente en la industria como
un indicador de calidad y seguridad.

Muchas caracteristicas fisicas, tales como cristalizacion, apelmazamiento,
pegajosidad, colapso, movilidad molecular, y difusividad no se puede explicar

completamente con el concepto actividad de agua. Ademas, el secado conduce a
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estructuras que difieren generalmente de las del producto humedo inicial. Esto puede
ser una desventaja, pero también puede ofrecer un nuevo beneficio, como por
ejemplo la estructura porosa de copos de maiz crujiente leche en polvo instantanea,
y asi sucesivamente. El proceso de secado puede, por tanto, se considerado como

una operacion controlada, una fuente de productos innovadores y faciles de usar.

Velocidad reldativa de reaccidén

-

aw

Figura 24. Mapa de actividad de agua para las velocidades de procesos deteriorativos en
alimentos (Adaptado de (Labuza, y col., 1970).

En la industria alimentaria, el secado se aplica a diferentes tipos de productos y
los principales objetivos son:
= Extender la vida util de los alimentos sin la necesidad de almacenamiento
refrigerado.
= Reducir el peso y el volumen a granel, para ahorrar en el costo del

transporte y almacenamiento.
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= Convertir productos perecederos a formas estables (por ejemplo, leche en

polvo).

= Producir ingredientes y aditivos para la transformacién industrial (el llamado

productos alimenticios intermedio (PAl), como las verduras para sopas,
cebollas para las carnes cocidas, frutas para tortas, agentes aglutinantes,
aromas, colorantes, agentes de alimentos formadores de gel y proteinas
emulsionantes, etc.).

= Obtener determinados alimentos de conveniencia (bebidas instantaneas,

cereales para el desayuno, frutas secas, etc.), con las caracteristicas de una
reconstitucion rapida y las buenas cualidades sensoriales, para usos
especiales, como en las maquinas expendedoras, o directamente para los
consumidores.

En lo que se refiere a calidad de alimentos hay que tener en cuenta primero la
seguridad y luego las propiedades sensoriales y nutricionales. Con el fin de obtener
las caracteristicas deseadas en los alimentos deben disefiarse un tiempo 6ptimo de
secado y un nivel adecuado de severidad de procesamiento. El control de las
propiedades mencionadas se basa, a menudo en una forma compleja, sobre todo
fenédmenos quimicos y fisicos que ocurren durante el secado y el almacenamiento
subsiguiente.

La composicibn quimica del producto alimenticio es variable y compleja,
incluyendo hidratos de carbono, proteinas, lipidos, minerales, vitaminas, aromas, y
asi sucesivamente. Esta complejidad induce cambios en las propiedades a lo largo
de secado y el almacenamiento, y por tanto deben ser controlados. Ademas del

contenido de agua y la actividad del agua, muchos factores positivos y efectos
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negativos deben ser considerados (Nadeau y Puiggali, 1995; Dumoulin y Bimbenet,
1998a, b; Nijhuis et al, 1998). Entre ellos:
= |as condiciones de temperatura y humedad durante el procesamiento.
= |os cambios en la forma, estructura, porosidad y propiedades mecanicas.
* |os fenomenos se colapso y cristalizacion vinculados con la Tg.
= |as reacciones quimicas, en concreto la naturaleza y el tipo en relacion con el
pH y la temperatura.
= Jas condiciones de transferencia de calor y agua en relacion con la
difusividad y conductividad.
Las interacciones entre el agua y otros componentes dependen de la movilidad
del agua y el soluto, los cuales son por tanto, responsables de reacciones
bioquimicas, transformaciones fisicas y fendmenos mecanicos durante el

procesamiento, almacenamiento y consumo (Le meste y col., 2002).

1.4.2.1 Reacciones bioquimicas

Las altas temperaturas de secado tienden a dafiar la calidad de los productos
alimenticios. Pero seria mas preciso decir que estos cambios en la calidad estan
relacionados con el tiempo y la temperatura. Ambos parametros aumentan las
velocidades de reacciéon, que también dependen fuertemente de la a, de los
productos.

Muchas reacciones bioquimicas puede ser inducidas por el incremento de la
temperatura en los alimentos: la reaccion de Maillard, la degradacién de vitaminas, la
oxidacion de lipidos, la desnaturalizaciéon de proteinas térmicamente inestables, la

ocurrencia de reacciones enzimaticas (que puede ser promovidas o inhibidas), etc.
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Algunas de estas reacciones bioquimicas generan componentes apropiados, por
ejemplo, por sus propiedades sensoriales (desarrollo de sabor), otras pueden ser
mas o menos deseables por cuestiones nutricionales o potencial toxicidad (pérdida
de vitaminas, cambios en el color, sabor o aroma, o por la formacion de compuestos
toxicos). Todas las reacciones estan vinculadas a la composiciéon del producto, el
contenido de agua y la temperatura.

En el caso de los aromas encapsulados, la principal reaccion de deterioro a
tener en cuenta en el secado es la oxidacion de lipidos. La oxidacion lipidica es
responsable de la rancidez, el desarrollo de sabores desagradables, y la pérdida de
vitaminas solubles en grasas y pigmentos en los alimentos deshidratados. La
oxidacion lipidica se inicia por luz, calor, radicales libres y peroxidos, activado por
iones metalicos, y aumenta a altas temperaturas durante la deshidratacion. La
porosidad del producto seco puede tener un impacto sobre la concentracion de
oxigeno y afectar a la susceptibilidad al oxigeno, la cual es mayor en productos

liofilizados (Bonazzi y Dumoulin; 2011).

1.4.2.2 Transformaciones fisicas

Diferentes fendmenos relacionados con la pérdida de humedad y la variacién de
la temperatura con el tiempo se observan en transcurso del secado:
= Disminucién de ay
= Formacion de vidrios, cristalizacion, colapso, pegajosidad

= Evaporaciéon de compuestos volatiles
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= Migracion o retencion de los componentes, volatiles o no.

Las consecuencias sobre las caracteristicas del producto son complejas y estan
interconectadas. Por ejemplo, una disminucion de la a,, corresponde a una reduccion
de la disponibilidad de agua y la movilidad en el medio, aumentando la estabilidad
biol6gica y microbiolégica, que es el objetivo principal. Por otro lado, una
disminucién en la a,, disminuye la transferencia de agua, y por tanto, la velocidad de
secado, aumentando el tiempo que el producto debe pasar a temperatura
relativamente alta y durante el cual se pueden desarrollar diversas reacciones (Rocha
Mier, 1993).

Los compuestos aromaticos se evaporan durante el secado debido al
calentamiento intenso del producto y la eliminacion de agua. Sin embargo, se ha
observado que la liberacion de compuestos aromaticos durante el secado es mucho
menor de lo esperado si se considera sélo la volatilidad o presién de vapor de las
moléculas.

Tres explicaciones han sido propuestas: 1) la difusion selectiva, 2) el
atrapamiento dentro de microrregiones, y 3) la interaccién con el sustrato. El primero
fue propuesto por Thijssen y Rulkens (1968). La retencidén es un proceso controlado
principalmente por difusion, y la difusividad de las moléculas de aroma disminuye
mucho maés rapido que la del agua cuando el contenido de agua disminuye. Como
resultado, el producto evoluciona durante el secado como si su superficie fuera
impermeable a los componentes aromaticos. El concepto de microrregiones se ha
utilizado para explicar la retencion de los compuestos volatiles durante la liofilizacion
(Flink 'y Karel, 1969). Durante la congelacion, los azlcares pueden crear

microrregiones amorfas que atrapan las moléculas volatiles por enlaces de
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hidrégeno. Esta es una descripcion del fendmeno de retencién a nivel microscopico.
También es posible que la retenciébn estd influenciada por las interacciones
especificas con el sustrato, tales como enlaces covalentes (aldehidos con-NH; y
grupos-SH), atrapamiento estérico, o sorcion (en proteinas, lipidos). Sin embargo, la
difusion selectiva se presenta a menudo como el mecanismo principal y mas general.
Coumans y col. (1994) indicaron que el concepto de difusion selectiva puede
aprovecharse para crear condiciones que proporcionen una alta retencion de aroma,
promoviendo una rapida disminucion en el contenido de agua en la superficie del
producto.

La retencion o pérdida de compuestos aromaticos también se ve influenciada
por la estructura del producto seco (amorfo o cristalino) (Bhandari y col., 1992; Re,
1998).

Otro fenémeno fisico importante es la pegajosidad en el secado spray Durante
el secado spray, las gotas de liguido que entran en contacto con el aire caliente se
secan rapidamente (~ 10 s). El agua se evapora desde la superficie y la viscosidad
en la superficie gota aumenta progresivamente hasta alcanzar un valor critico (10’
Pa . s) en el que la superficie de la particula se encuentra en un estado gomoso
considerado como pegajoso (Roos y Karel, 1991). La pegajosidad superficial depende
de la temperatura superficial, el contenido de agua y la composicion (es decir,
hidratos de carbono y aceites). Cuando la superficie de las particulas alcanza el
estado pegajoso, se producen adhesiones entre particulas, que luego del secado

podrian conducir a la aglomeracién (Palzer, 2005).
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1.4.2.3 Estabilidad del aroma encapsulado durante el almacenamiento

El objetivo principal de la microencapsulacion de aromas liquidos o aceites es
proveer polvos secos que fluyan libremente, otorgando ademas proteccion contra
reacciones evitando la pérdida de aroma durante el procesamiento y el
almacenamiento. Ademas, la encapsulacion ofrece algunos beneficios como la
liberacién controlada de aromas y el retraso de oxidacion de aceites.

Las propiedades de las sustancias encapsuladas estan relacionadas con la
estructura de la matriz, que a su vez esta directamente relacionada con la Ty del
material. En el estado vitreo, la matriz es fisicamente estable y no sufre ningun
cambio estructural significativo. Por el contrario en el estado sobreenfriado, pueden
ocurrir movimientos moleculares ocasionando el deterioro del aroma encapsulado
(Ubbink y Schoonman, 2003). En este caso el deterioro fisico estaria asociado a la
ocurrencia de apelmazamiento, colapso y cristalizacién. Por lo tanto, para conservar
las propiedades y estructura de los productos conteniendo los aromas encapsulados
es necesario mantener la matriz en estado vitreo durante el almacenamiento. Esta
condicidon se consigue utilizando polimeros de alto peso molecular como matrices
para la encapsulacion, para tener altas temperaturas de transicion vitrea (Figura
25a). Sin embargo, este efecto positivo de aumentar el peso molecular para
incrementar la Ty de la matriz se ve contrarrestado por un aumento en el volumen
libre y la porosidad residual. Estos efectos conducen a la obtencion de una estructura
menos densa que en el caso de emplear moléculas mas pequefias, dado que es mas
complejo que se empaquen las moléculas grandes de los polimeros debido a su
mayor viscosidad. Este tipo de matrices facilitan la entrada de oxigeno y por lo tanto

disminuyen la vida atil de los aromas encapsulados, si esta depende de la
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concentraciéon de productos de la oxidacion de lipidos, como se esquematiza en la

Figura 25b. El efecto de una mayor porosidad con el aumento del peso molecular

de la matriz es muy importante para el caso de encapsulacidon por secado spray.

T, 4 a

Productos de oxidacion

Disminucion del
molecular

tado
sobreenfriade

Estado vitreo

aw

>
o

Disminucion del
melecular

Tiempo

Figura 25: Representacién esquematica de la dependencia del peso molecular de sistemas
de encapsulacion formadores de estructuras vitreas sobre: (a) la temperatura de transicion
vitrea, y (b) la concentracién de productos de oxidacion de aromas encapsulados por secado
spray en funcion del tiempo. Adaptado de Ubbink y Schoonman (2003).

Por lo tanto, en general se debe hacer un compromiso entre la estabilidad fisica

de la matriz, que se favorece con el aumento del peso molecular, y la permeabilidad

al oxigeno, que usualmente se minimiza reduciendo el peso molecular. Para ello, en

la mayoria de los productos comerciales preparados por secado spray se utilizan

matrices compuestas por mezclas de hidratos de carbono de peso molecular
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intermedio/alto (almidones, maltodextrinas, etc.) e hidratos de carbono de bajo peso
molecular (usualmente disacaridos como sacarosa) (Whorton y Reineccius, 1995;
Reineccius, 2001).

En las reacciones de oxidacion de aromas se forman muchos productos
diferentes. En el caso de la encapsulacion de D-limoneno, el éxido de limoneno
(limoneno-1, 2-epodxido) y la carvona se suelen utilizar como indicadores de la
oxidacion (Anandaraman y Reineccius, 1986). La formacion de los O0xidos aumenta
durante el almacenamiento y depende fundamentalmente de la HR. Durante el
periodo inicial, la formacion de 6xidos aumenta linealmente con el tiempo, de modo
gue la constante de velocidad de oxidacion puede calcularse en base a una cinética
de reaccion de orden cero (Anandaraman y Reineccius, 1986). Sin embargo, durante
un tiempo de almacenamiento la velocidad de formacién de los 6xidos mencionados
tiende a disminuir, particularmente a HR mayores. Esto podria explicarse por la
degradacion acelerada hacia otros compuestos de 6xido y la liberacién de los éxidos
en el entorno (Soottitantawat et al., 2003).

Los procesos de liberacibn y oxidacion de aromas encapsulados estan
estrechamente relacionados con los cambios estructurales en las matrices. La Figura
26 es una representacion esquematica de los fendmenos que ocurren cuando se
almacena una particula secada spray en un ambiente humedo. Puede observarse
como la particula adsorbe vapor de agua, seguido por un cambio de estado de la
matriz de vitreo a gomoso. En la matriz en estado gomoso, el aroma encapsulado
puede moverse facilmente, al mismo tiempo, la adsorcion de oxigeno en la pared se

vuelve més importante progresando la oxidacion del aroma (Walzel y Furuta, 2011).
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Cambio de estado
de la matriz solida

Aroma Migracion de agua

¥y evaporacion

superficial

Adsorcion de agua

Figura 26. Caracteristicas generales de un flavor hidrofébico encapsulado en una matriz
vitrea. Se indican las principales caracteristicas estructurales y los cambios fisicos y quimicos
gue influencian la estabilidad del flavor encapsulado. Adaptado de Walzel y Furuta, 2011.

La Figura 27 muestra las imperfecciones estructurales de particulas
conteniendo aromas oleosos encapsulados, que afectan la vida util del aroma. Los

principales defectos son los poros abiertos y aceite superficial (aceite no encapsulado

presente tanto en la superficie exterior como en los poros abiertos).

Aceite superficial
Poros abiertos

Matriz vitrea/gomosa

Poros cerrados

Aroma encapsulado

Figura 27. Esquema de los defectos estructurales de una particula conteniendo un flavor
oleoso encapsulado. Adaptado de Ubbink y Schoonman (2003).

Los poros abiertos son indeseables porque penetran en las zonas donde esta

encapsulado el aceite y aceleran la oxidacién. Ademés contribuyen a la evaporacion

77



Introduccion

del aroma. Es importante notar que si bien los movimientos a gran escala de las
moléculas de la matriz estan efectivamente bloqueados en el estado vitreo, las
moléculas pequefias como gases y algunas moléculas organicas pueden migrar a
través de los materiales amorfos debido a fluctuaciones de densidad inducidas

térmicamente (Vrentas y Duda, 1978).
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Objetivos

I1.1 Objetivo general

La presente Tesis tiene como objetivo general estudiar la aplicacion del azGcar
trehalosa en la encapsulaciéon de aromas. El enfoque de este estudio apunta a
analizar la influencia de la trehalosa en la retencién de volatiles arométicos. Estos
estudios se orientan a mejorar la calidad sensorial y la estabilidad fisica de aromas
encapsulados por secado spray, y por extension a mejorar/comprender la

encapsulacion de biomateriales labiles en estructuras amorfas conteniendo trehalosa.
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I1.2 Objetivos especificos

Realizar la encapsulaciéon de diferentes volétiles, considerando 1) un volétil

sencillo y soluble en agua como el etanol, 2) un voléatil sencillo e

hidrofébico como el citral, y 3) un volatil complejo e hidrofébico como el

aceite esencial de naranja.

Preparar emulsiones para lograr la encapsulacion de los volatiles

hidrofobicos:

o

Caracterizar las emulsiones en cuanto a su reologia, distribucion y
tamafo de gota y desestabilizacion en el tiempo.

Emplear distintos agentes emulsificantes (almidones modificados).
Comparar dos métodos de preparacion de las emulsiones (agitacion
a alta velocidad y sonicacién).

Obtener emulsiones reconstituidas a partir de los polvos
conteniendo los aromas encapsulados, realizar su caracterizacion y

evaluar su estabilidad.

Obtener formulaciones deshidratadas conteniendo los voléatiles

encapsulados en matrices formadas por trehalosa o sacarosa, con el

agregado de maltodextrina y almidones modificados:

Caracterizar los polvos conteniendo los aromas encapsulados en
cuanto a sus propiedades de sorcidon de agua, transiciones vitreas y
movilidad molecular.

Analizar la retencién de los voléatiles encapsulados luego del secado
por cromatografia gaseosa como asi también realizar la evaluacion
sensorial de los mismos.
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o

Analizar el efecto de los componentes de las diferentes
formulaciones sobre: a) las caracteristicas fisicas de los polvos y su
influencia sobre la estabilidad en el almacenamiento en diferentes
condiciones; b) los perfiles arométicos obtenidos; y c) el uso
potencial de las formulaciones de aromas citricos para su

incorporacion a jugos en polvo.
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Materiales y métodos

II1.1 Eleccion de los sistemas

Con el objetivo de analizar la retencién de volatiles luego del secado y durante
el almacenamiento, determinar la estabilidad de las emulsiones y el efecto de la
matriz amorfa sobre la encapsulacion de volétiles, se seleccionaron formulaciones
similares a las utilizadas en la industria alimentaria y sistemas modelos sencillos que
se pudieran obtener en estado amorfo por liofilizacibn y por secado spray. A
continuacion se mencionan las formulaciones seleccionadas:

Encapsulacién de etanol:

= Volétil a encapsular: etanol

= Matrices: soluciones de trehalosa, sacarosa, maltodextrina y mezclas de
trehalosa con maltodextrina y sacarosa con maltodextrina, en presencia de
almidon modificado.

Encapsulacién de aromas citricos:

= \Volatiles a encapsular: citral (mayoritariamente responsable del caracter
anico del limoén) y aceite esencial de naranja (un aroma complejo
compuesto por varios volatiles).

= Matrices: soluciones de trehalosa, sacarosa Yy sus mezclas con
maltodextrina en presencia de almidon modificado (empleado como

emulsificante).

II1.2 Preparacion de los sistemas
[11.2.1 Encapsulacion de etanol
Los materiales componentes de las diferentes soluciones fueron:

= Sacarosa grado analitico, Merck (Alemania)
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= Trehalosa, Cargill Inc. (Wayzata, Minnesota, EE.UU.).
= Maltodextrina (MD) DE 12, Saporiti S.A. (Argentina).
= Almidén modificado Capsul, Gelfix (Argentina).
= Agua bidestilada.

El volatil a encapsular fue:

= Etanol, Fradealco (Argentina).

111.2.1.1 Preparaciéon de las soluciones

Se prepararon soluciones compuestas por etanol, trehalosa (T), sacarosa (S),

maltodextrina (MD) y mezclas de cada azucar y MD (1:1), llamadas (TMD) y (SMD).

En todos los casos se agreg6é almidén modificado (Capsul). En la Tabla 10 se

presenta la composicion de las diferentes formulaciones.

Tabla 10. Composicidn de las diferentes soluciones conteniendo etanol.

Formulaciones Componentes (%p/p)

Etanol Agua Capsul Trehalosa Sacarosa  Maltodextrina
T 0,3 56,3 8,0 35,4 - -
S 0,3 9,7 8,0 - 32,0 -
MD 0,3 9,7 8,0 - - 32,0
TMD 0,3 58,0 8,0 17,7 - 16,0
SMD 0,3 59,7 8,0 - 16,0 16,0

111.2.1.2 Secado de las soluciones

[11.2.1.2.a Secado spray

Las soluciones se secaron utilizando un secador spray a escala de laboratorio,

Mini Spray Dryer Bichi B290 (Flawil, Suiza), cuyo esquema de secado en co-corriente

se muestra en la Figura 28. Las condiciones operativas del proceso de secado
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fueron: temperatura de entrada del aire 98 + 2 °C, temperatura de salida del aire 68
+ 2 °C, caudal de 8 mL/min, presién de aire 3,2 bar, y didametro de boquilla de 1,5
mm (Lee y col., 1999). Una vez obtenidos, los polvos se recolectaron en bolsas de
cloruro de polivinilideno (PVDC) que se sellaron y se almacenaron en un freezer a -

20 °C hasta su utilizacion.

'\/\/\/\/‘ 1. Toma de aire
- -
IEII | @ N 2. Calefaccion
[
—
=n

3 3. Entrada de flujo de aire a la cdmara de secado

4. Boquilla de atomizacion, entrada de producto

L R

-

5. Ciclon (separa el producto del flujo de aire)

6. Aspirador que genera el flujo de aire
7. Sensor de temperatura, entrada de aire

8. Sensor de temperatura, salida de aire

9. Recoleccion del producto terminado

Figura 28. Esquema del proceso de secado spray en co-corriente en un equipo como el
utilizado en este trabajo. Adaptado de Training Papers Spray Drying, BUCHI Labortechnik
AG, 1997 - 2002.

[11.2.1.2.b Liofilizacién
Se distribuyeron 2,5 mL de las distintas soluciones en viales de 5 mL. Los viales
se congelaron a -20 °C durante 24 horas y posteriormente se sometieron a un
proceso de liofilizacion durante 48 horas. Este procedimiento se realizO en un
liofilizador ALPHA 1-4 LD2 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GMBH Alemania),
cuya placa condensadora opera a -84 °Cy a una presion de 0,04 mbar. En la Figura

29 se muestra el esquema basico del equipo liofilizador empleado. Al cabo del
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proceso los tubos se sellaron herméticamente y se almacenaron en un freezer a -20

°C hasta su utilizacion.

1. Bandeja de producto
2. Plato radiante
3. Camara de secado

4. Flujo de vapor

Y — 5. Condensador

@ @ 6. Bomba de vacio

Figura 29. Esquema basico de un equipo liofilizador como el utilizado.

111.2.1.3 Almacenamiento

Se colocd 1 g de los distintos polvos obtenidos del proceso de secado spray en
viales de 5 mL, estos viales junto con los obtenidos del proceso de liofilizacién se
almacenaron durante 15 dias en presencia de una solucion saturada de LiCl (a 11
% HR; Greenspan, 1977) a 25 °C. Luego, los viales se sellaron herméticamente y se
almacenaron a dos temperaturas 25 y 37 °C. A determinados intervalos de tiempo
(0, 15, 45 y 75 dias) de almacenamiento las muestras se retiraron para realizar las
determinaciones correspondientes.

Los estudios de las propiedades fisicas se realizaron entre 11 y 33 % HR,
mientras que los almacenamientos en el tiempo a distintas temperaturas se
realizaron a 11 % HR, se seleccion6 esta HR para poder tener a todas las

formulaciones en el estado vitreo a las temperatura de almacenamiento.
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[11.2.2 Encapsulacion de aceites citricos

111.2.2.1 Preparacion de emulsiones frescas

Los materiales componentes de las diferentes fases continuas fueron:

= Sacarosa grado analitico, Merck (Alemania)

Trehalosa grado analitico, Cargill Inc. (Wayzata, Minnesota, EE.UU.).

Maltodextrina (MD) DE 12, Saporiti S.A. (Argentina).

Agua bidestilada.

Se utilizaron dos almidones modificados como emulsificantes:
= Capsul, Gelfix (Argentina).
= Hi Cap, Saporiti Sabores (Argentina).

Las fases dispersas empleadas fueron:
= Aceite citral Extra Fino, Saporiti Sabores (Argentina).

= Aceite esencial de naranja Extra Fino, Saporiti Sabores (Argentina).

[11.2.2.1.a Emulsiones conteniendo citral

Se prepararon soluciones formadas por agua bidestilada, trehalosa (T),
sacarosa (S) o una mezcla (1:1) de T o S con maltodextrina (MD), llamadas TMD y
SMD respectivamente. Se agregd almidon modificado Capsul como emulsificante.
Luego, se agreg6 citral a las soluciones y se prepararon 200 mL de cada emulsion
empleando un agitador Griffin & George (Loughborough, Reino Unido). Esta
operacion se llevé a cabo durante 2 min a 25 °C y a 750 rpm. La formacion de
emulsiones se completd agitando la mezcla durante 10 min en un agitador de alta
velocidad, Sorvall OMNI MIXER 17106-OMNI Corporacién Internacional, Waterbury

(CT, EE.UU.), que opera a 16.000 rpm. La temperatura se mantuvo constante
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durante la agitacion empleando un bafio de hielo. Los valores de pH fueron: 3,49 +
0,01 para las formulaciones Ty S, y 4,04 £+ 0,01 para las formulaciones que
contenian MD. Este conjunto de emulsiones, denominado emulsiones frescas (EF), se
analizé6 inmediatamente una vez preparado. La masa exacta de cada ingrediente de

las emulsiones se detalla en la Tabla 11.

Tabla 11. Composicién de las diferentes emulsiones conteniendo citral.

Formulaciones Componentes (%p/p)

Citral Agua Capsul Trehalosa Sacarosa  Maltodextrina
T 5,0 60,0 3,0 32,0 - -
S 5,0 60,0 3,0 - 32,0 -
TMD 5,0 60,0 3,0 16,0 - 16,0
SMD 5,0 60,0 3,0 - 16,0 16,0

[11.2.2.1.b Emulsiones conteniendo aceite de naranja

La preparaciéon de la emulsion se realiz6 en dos etapas. En primer lugar se
prepararon 200 mL de soluciones formadas por agua bidestilada y una relacion (1:1)
de trehalosa y maltodextrina (TMD) o sacarosa y maltodextrina (SMD). Se emplearon
como emulsificantes dos tipos de almidones modificados, Capsul o Hi cap. Luego se
dispersaron cantidades necesarias de aceite esencial de naranja y se mezclaron
empleando un agitador Griffin & George (Loughborough, Reino Unido). Esta
operacion se llevo a cabo durante 2 min a 25 °Cy a 750 rpm. La composicion de las
formulaciones se detalla en la Tabla 12.

En una segunda etapa el proceso de emusificacion se realiz6 empleando 2

métodos:
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a) Agitacion a alta velocidad: durante 10 minutos empleando un agitador de
alta velocidad “Ultra-turrax” T18 Basic (IKA® Works, Inc., USA) operando a 20.000
rom durante 5 min. Para evitar el aumento de temperatura durante la agitacién, se
coloco el recipiente conteniendo la mezcla en un bafio de hielo.

b) Ultrasonido de alta intensidad: durante 20 minutos en un equipo de
ultrasonido VIBRA CELL, VCX (Newtown, Connecticut, EE.UU.). La temperatura de la
muestra no supero los 40 £ 1° C, lo cual se controlé por medio de un bafio de agua

a 15 °C durante el tratamiento.

Tabla 12. Composicidn de las diferentes emulsiones conteniendo aceite esencial de naranja.

Componentes (%p/p)

Formulaciones  Aceite Hi Malto-
de Agua Capsul Trehalosa  Sacarosa .

. Cap dextrina

Naranja

TMDcapsui 5,0 58,0 3,0 - 18,0 - 16,0
SMDcapsul 5,0 60,0 3,0 - - 16,0 16,0
TMDyi cap 5,0 58,0 - 3,0 18,0 - 16,0
SMDyii cap 5,0 60,0 - 3,0 - 16,0 16,0

111.2.2.2 Secado spray de las emulsiones

Las emulsiones se secaron por aspersion utilizando el mismo equipo descripto
en la secciéon 111.2.1.2.a. Las condiciones operativas del proceso de secado fueron:
temperatura de entrada del aire de 175 + 3 °C, temperatura de salida del aire 83 + 3
°C, caudal de 8 mL/min, presion de aire 3,2 bar, diametro de boquilla de 1,5 mm.
Una vez obtenidos, los polvos se recolectaron en bolsas de PVDC que se sellaron

herméticamente y se almacenaron a -20 °C hasta su anélisis.
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111.2.2.3 Almacenamiento

Los polvos conteniendo aceite esencial de naranja se almacenaron durante 15
dias a 25 °C en presencia de una solucion saturada de LiCl (a 11% de HR). Luego 25
g de polvo se envasaron en viales de 25 mL que se sellaron herméticamente y se
almacenaron a dos temperaturas, 25 y 37 °C. A determinados intervalos de tiempo
(0, 3, 6 y 9 meses) de almacenamiento las muestras se retiraron para realizar las
distintas determinaciones.

Los estudios de las propiedades fisicas se realizaron entre 11 y 33 % HR,
mientras que los almacenamientos en el tiempo a distintas temperaturas se
realizaron a 11 % HR, se seleccion6 esta HR para poder tener a todas las

formulaciones en el estado vitreo a las temperaturas de almacenamiento.

111.2.2.4 Preparacién de emulsiones reconstituidas

Para obtener emulsiones reconstituidas (ER) se realiz6 la rehidratacion de los
polvos con agua bidestilada conservando la relacion original aceite esencial/agua. Las
ER se sometieron a las mismas determinaciones realizadas sobre las emulsiones

frescas.

II1.3 Determinaciones

[11.3.1 Caracterizacion y estabilidad de emulsiones

111.3.1.1 Reometria

Se determiné la viscosidad aparente de las fases dispersas, continuas y las

emulsiones a partir de las respectivas curvas de flujo, cuyos puntos fueron obtenidos
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empleando un viscosimetro Brookfield DV-LVT (Middleboro, MA, EE.UU.) con un
sistema de cono y plato, a 25 °C. Se utilizd el con o de acero inoxidable CP41 de 4,8
mm de diametro. Se aplicé un rango de velocidad de deformacién de 0,5 a 120 s™. El
volumen de las muestras fue de 2 mL. Todas las determinaciones se realizaron al
menos por duplicado. Se obtuvieron los valores de esfuerzo de corte frente a las
velocidades de deformacion y a continuacién los datos se ajustaron utilizando la
ecuacion de la ley de potencia (Ecuacion 9).
1=K.jy" Ecuacion 9
Donde:
T es el esfuerzo de corte

y es la velocidad de deformacion

K es el coeficiente de consistencia

n es el indice de flujo

[11.3.1.2 Distribucion del tamafio de gota

El tamafio de las gotas de las emulsiones se midié utilizando un equipo de
dispersién estatica de luz Mastersizer 2000 con una unidad de dispersién Hydro
2000MU (Malvern Instruments Ltd, UK).

Para realizar una medicion en este equipo se coloca un volumen pequefio de
emulsién en un vaso de precipitado con agua bidestilada, luego un haz de radiacion
laser incide sobre una cubeta interna transparente por donde recircula la emulsion
diluida. La luz dispersada en distintos angulos por gotas de diferente tamafio pasa
por un complejo sistema O&ptico e incide posteriormente sobre un arreglo de

detectores obteniendo un patron angular de luz dispersada (Figura 30). El software
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incorporado en el equipo se encarga de traducir este patréon en la correspondiente

distribucion de tamafio de particula.

Emulsion 6‘, 6"9 .
diluida ¢ B

"9 Detectores ubicados
a distintos angulos

Figura 30. Equipo de dispersion estatica de luz (a). Esquema de sus componentes (b).

Procedimiento

En este trabajo se determino la distribucién de tamafos de gota en volumen y
numero realizando el analisis inmediatamente después de la preparacion de las
emulsiones y cada 30 minutos durante 2 é 3 horas, de acuerdo al caso. Para ello se
vertieron alicuotas de cada muestra en la unidad de dispersién hasta alcanzar el
grado de obscuracion adecuado. La velocidad de la bomba se fijo en 1800 rpm. Se
utilizaron un indice de refraccion de la fase dispersa de 1,488, y su parametro de
absorcién de 0,001.

El tamafio de gota de las emulsiones se inform6 como el diametro promedio de
volumen-superficie o diametro de Sauter (D3 2=2'n; d’/Z n; df) y el diametro promedio
de volumen equivalente o diametro De Broucker (D4 3=2n; d,-4/2n,-d,-3), donde n; es el
numero de gotas de didmetro d; (Huang y col., 2001; Leroux, y col, 2003). D3, que
es inversamente proporcional a la superficie especifica de las gotas, representa una
medida del didmetro promedio en donde se encuentran la mayoria de las gotas. D, 3

es mas sensible a los cambios relacionados con modificaciones en el tamafio de
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particula que involucran procesos de desestabilizaciéon (Relkin y Sourdet, 2005) y se
utilizé para evaluar la estabilidad estructural (floculacién o coalescencia).

El tamafio de las gotas se informa como el promedio y la desviacion estandar
de diez lecturas hechas en dos muestras de cada emulsion preparadas de forma
independiente.

En otra serie de mediciones, se vertieron alicuotas de cada muestra en la
unidad dispersora, que contenia una solucién de sodioduodecilsulfato (SDS) al 1,0 %
(p/p). Las mediciones en presencia de SDS permitieron diferenciar los mecanismos
irreversibles de desestabilizacion (coalescencia), evaluando el tamafio de las gotas

individuales sin floculacion (Anton y col., 2002).

[11.3.1.2 Estabilidad

La estabilidad global de las emulsiones se analizé utilizando un analizador
optico vertical, Quick Scan (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA).

Este equipo permite evaluar la desestabilizacion global y establecer los
diferentes mecanismos que la conducen, para emulsiones, suspensiones y espumas
sin dilucién y sin agitacion, con tamafios de particula comprendidos entre 0,05 a
5000 um. Este equipo consta de una cabeza lectora que se mueve a lo largo de una
celda cilindrica de vidrio donde se almacena la muestra estacionariamente durante
un cierto periodo de tiempo. La cabeza lectora es una fuente pulsante de radiacion
electromagnética en el infrarrojo cercano (A= 850 nm), conjuntamente con dos
detectores sincronicos: el de transmitancia que detecta la radiacion transmitida a
través de la muestra y el de backscattering que recibe la radiacién dispersada por la

muestra en una direccion de 135° respecto a la fuente (Pan y col., 2002). El principio
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de medicién del analizador 6ptico vertical, se basa en la teoria de dispersion multiple
de luz: los valores de transmitancia (T %) y de backscattering (BS %) dependen no
s6lo del diametro de las gotas, sino también de la fraccion volumétrica de la fase
dispersa (¢) (Mengual y col., 2000). La cabeza lectora adquiere los datos de T y BS
cada 40 um a lo largo de la celda, realizando un barrido vertical de la emulsion

contenida en la celda (Figura 31).

Longitud del tubo (cm)

|

=

Transmitancia

Back Scattering

|

a——
Intensidad (%)

Figura 31. Representacion esquematica del principio de funcionamiento del analizador
Optico vertical.

Las emulsiones medidas se consideran estables cuando no hay cambio del
tamafio de gota o concentracion, los valores de BS (%) y T (%) se mantienen
constantes y los perfiles se superponen. Por el contrario se consideran inestables
cuando varia el tamafio de las gotas como consecuencia de la floculacion o
coalescencia, lo cual se visualiza como cambios en los valores de BS (%) vy T (%)
sobre toda la altura del tubo, o cuando hay migracion de gotas (cremado o
sedimentacién) que inducen a un cambio en la fraccion de volumen de las gotas en
los extremos del tubo. La Figura 32 resume estos dos fendmenos de

desestabilizacioén.
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a Migracién de gotas b Variacién del tamafio de gotas
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Sedimentacion o cremado Coalescencia o floculacion
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Figura 32. Perfiles mostrando los fenémenos de desestabilizaciéon de emulsiones debidos a
migracion de gotas (a) y a variacion del tamafio de gotas (b) obtenidos empleando un
analizador oOptico vertical.

Procedimiento

Las emulsiones se colocaron en la celda de medicion y la cabeza lectora
proporcionod los perfiles de backscattering (BS %) y transmitancia (T %) cada 40 um
a lo largo de la celda, en funcién de la altura de la muestra en la celda (altura total =
10 cm), en condiciones de quiescencia, a 25 °C. Las mediciones se realizaron
inmediatamente después de la preparaciéon de la emulsiébn y cada 30 minutos
durante 2 6 3 horas de acuerdo al caso. Debido a la importancia del mantenimiento
de la estabilidad de las emulsiones reconstituidas, que podrian ser utilizadas para
disefiar bebidas conteniendo estas esencias, los datos también se registraron 24 hs

después de la reconstitucion.
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111.3.1.3 Movilidad molecular

La movilidad molecular de los sélidos y el agua de las muestras se estimé
mediante la determinacién de los tiempos de relajacion T, obtenidos por la técnica
de resonancia magnética nuclear (*H-NMR) resuelta en el tiempo. Se empled un
equipo Bruker Minispec mq20 de resonancia magnética nuclear (RMN) pulsada, con
un campo magnético de 0,47 T que opera a una frecuencia de resonancia de 20
MHz. La celda de muestra esta equipada con un sistema de control de temperatura
enfriado con nitrogeno liquido que permite operar entre -100 y 80 °C.

El principio de esta técnica se basa en que cualquier nucleo con un namero
cuantico de espin distinto de cero, cuando se coloca en un campo magnético puede
absorber y emitir energia a través de radiacion electromagnética, que puede ser
detectada por el instrumento. El ntcleo 'H, es el mas utilizado, debido a la facilidad
de observacion, a su alta abundancia natural y al hecho de que se encuentra
presente invariablemente en biomateriales.

El experimento de RMN consiste en inducir la transicién entre niveles de energia
correspondientes a la magnetizacion de nucleos atomicos. Luego de la excitacion, los
espines de los nucleos retornan al estado de equilibro por procesos de transiciones
no radiactivas, llamados en conjunto procesos de relajacion. La sefial obtenida de la
recuperacion o decaimiento es una caracteristica de los procesos de relajacion
(Colguhon y Goodfellow, 1994).

Existen dos tipos importantes de procesos de relajacion:

. Relajacion espin — red: se realiza a través de interacciones de todo el
conjunto de atomos de la muestra. Esta caracterizada por un tiempo de relajacion

T,. Este tiempo esta fuertemente afectado por la movilidad de la red. Cuando dos
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nucleos vecinos se hallan en diferentes estados magnéticos de energia los campos
magnéticos de los mismos pueden interactuar entre si produciendo un intercambio
de estados cudanticos. Como consecuencia de la interaccién, el tiempo de vida
promedio de un nucleo excitado se acorta.

. Relajacion espin — espin.: se realiza a través de nucleos vecinos, es un
proceso de disminucién exponencial de primer orden gue se caracteriza con un
tiempo de relajacion T,. Para soélidos cristalinos o liquidos muy viscosos el fenémeno
de relajacion espin-espin es mas eficiente y los tiempos son muy pequefios (10 s).
Cuanto menor es la viscosidad de la muestra mas largos son estos tiempos.

En las medidas de RMN pulsada, los nacleos que estan en un intenso
campo magnético, se someten periddicamente a pulsos muy cortos de una intensa
radiacion de radiofrecuencia (durante menos de 10 ps). Los nulcleos excitados, al
relajarse emiten una sefial de radiofrecuencia en el dominio del tiempo (Figura 33).
El momento de espin nuclear de todos los protones de la muestra se representa por
un Unico vector magnetizacion (M) que se puede descomponer en dos componentes,
una paralela al eje z (M), y otra en el plano xy, (Myxy). En el campo magnético inicial
el espin nuclear esta orientado en la direccion del eje z siendo Myy=0 y M,=M,. La
curva de decaimiento de la magnetizacion en el plano xy (M,,) que se produce luego
de aplicar un pulso de radiofrecuencia de 90° es normalmente Ilamada decaimiento
libre de la induccion (o FID por sus siglas en inglés) y puede ser descripta por la

siguiente ecuacion:

1

M,=M,g™ Ecuacion 10
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El parametro 1/T, es entonces la constante de decaimiento de una
magnetizacion causada por un pulso de radiofrecuencia que produce un cambio de

90° en la posicién del vector magnetizacion.

Pulso de 90 ©

v

84
Tiempo

Figura 33. Sefiales de relajacion de RMN después de un pulso RF de 90° aplicado a tiempo
A. Duracion del pulso: A-B. Adquisicion de datos: B-C.

Si los tiempos de relajacion son mayores que los microsegundos, cuando se
emplea un anico pulso a 90° se obtienen resultados inesperados. Después de la
aplicacion del pulso, la magnetizacion neta decae mas rapidamente que la predicha
por la Ecuacion 10. Esto puede suceder debido a inhomogeneidad del campo,
difusion, etc. Para evitar el efecto de inhomogeneidad del campo, se utilizan métodos
de ecos de espin que consisten en la aplicacion de varios pulsos sucesivos. Carr y
Purcell (1954) propusieron un método de ecos de espin que luego fue modificado
(Meiboon y Gill, 1958). Este método (secuencia de pulsos CPMG), utiliza un pulso de
90° seguido de una serie de pulsos a 180° y es el mas comunmente utilizado para la

determinacion de T, en sistemas de viscosidad media o baja.

Procedimiento

Las emulsiones se colocaron en tubos de vidrio de 10 mm de didmetro hasta

una altura de 5 cm, luego se equilibraron a 25 °C en un bafio de agua termostatico
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(Haake Phoenex Il C35P, Alemania) antes de realizar la medicién. Las mediciones se
realizaron a 25 °C.

Como las muestras presentaban un contenido de agua elevado, se utiliz6 la
secuencia de pulsos CPMG. Las curvas de decaimiento se ajustaron a una ecuacion

biexponencial (Ecuacion 11).

—t —t

/:ALe( Tod’ | pe .2

Ecuacion 11

Donde: | es la intensidad de la sefial de RMN al tiempo t. El tiempo de
relajacion T,.; corresponde a los protones de la fraccibon menos movil. A; es
proporcional a la cantidad de protones en el estado representado por To.i. Ta.z
corresponde al tiempo de relajacion de los protones de la fraccion mas mévil y A; es

proporcional al nimero de protones en el estado T,.,.

111.3.1.4 Andlisis estadistico

Las diferencias significativas entre las propiedades de las emulsiones se
determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA). Se utilizd un nivel de
significacion alfa de 0,05 (p<0,05). Para estos procedimientos se trabajo con el

software InfoStat v2011le.

I11.3.2 Caracterizacion de los polvos

111.3.2.1 Contenido de agua

El contenido de agua se determind por el método de Karl Fisher (KF). Se

empled un titulador volumétrico Mettler Toledo DL 31 (Schwerzenbach, Suiza).
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La valoracion KF se basa en la reaccion que se describe en la Ecuacion 12,
donde se observa que utilizando un medio no acuoso y un exceso de diéxido de
azufre (el cual forma el ién sulfito que a su vez oxida al yodo) se puede desplazar el
equilibrio de la reaccion hacia la derecha, neutralizando los acidos que se forman, y

asi determinando la cantidad de agua presente en la solucién.

I, +80,+2H,0——2HI + H,SO, Ecuacion 12

Procedimiento

Se aplicd la técnica de un solo componente con el reactivo Hydranal® Titrant
Composite 5 de Riedel-de Haén (Darmstadt, Alemania). Se utilizaron como solventes,
metanol puro o una mezcla de metanol:formamida 95 (1:1) Merck (Darmstadt,
Alemania). Las mediciones se realizaron a 25 °C. Los tamafos de muestra analizados
fueron de aproximadamente 100 mg y la desviacion estandar se calculé a partir de

tres mediciones repetidas de la misma muestra.

111.3.2.2 Transiciones vitreas

Las transiciones vitreas se determinaron por calorimetria diferencial de barrido
(DSC). Se empled un calorimetro diferencial de barrido Mettler Toledo modelo DSC
822e (Schwerzenbach, Suiza).

La calorimetria diferencial de barrido detecta la transicion vitrea en base al
cambio en la capacidad calorifica (AC,). La muestra se calienta a una velocidad
constante en una cépsula sellada, y en general se utiliza una capsula vacia como

referencia. El instrumento registra las diferencias en el flujo de calor entregado por el
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equipo a la muestra y a la referencia en funcion de la temperatura y del tiempo. En
la Figura 34 se muestra un termograma tipico (obtenido por DSC) que muestra la
transicion vitrea, indicando el comienzo, el punto medio y el final de la misma. El AC,
en la transicién vitrea, se evidencia como un cambio en la linea de base del

termograma.

-

Flujo exotérmico de calor

g endsset

Temperatura ———

Figura 34. Termograma tipico obtenido por DSC mostrando la transicién vitrea.

Procedimiento

El instrumento se calibré con indio (156,6 °C), plomo (327,5 °C) y zinc (419,6
°C). La muestra se coloc6 en una capsula de aluminio de 40 pL herméticamente
cerrado (una capsula vacia y perforada se emple6 como referencia). Todas las
mediciones se realizaron a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min y los
termogramas se evaluaron utilizando el programa Mettler Star®. Se inform6 un valor
promedio de al menos dos réplicas. La desviacion estdndar para la medicién de

temperatura de transicion vitrea fue de + 1 °C.
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111.3.2.3 Movilidad molecular

La movilidad molecular de los sélidos y el agua de las muestras se estimé
mediante la técnica de resonancia magnética nuclear (*H-NMR) resuelta en el

tiempo, utilizando el mismo equipo descripto anteriormente en la seccion 111.3.1.4

Procedimiento

Los tiempos de relajacion espin-espin asociados a los sélidos y al agua que
interactua fuertemente con ellos se midieron en los polvos utilizando el método de
decaimiento libre de la inducciéon (FID) luego de aplicar un pulso de 90°. Las
determinaciones se realizaron en un rango de temperaturas entre 15y 45 °C cada 5
°C. Los polvos se colocaron en tubos de vidrio de 10 mm de didmetro hasta una
altura de 5 cm, luego se equilibraron a diferentes temperaturas (15-45 °C) en un
bafio de agua termostéatico (Haake Phoenex Il C35P, Alemania) antes de realizar las
mediciones.

Las curvas de decaimiento se ajustaron mediante la Ecuacion 13 a un

comportamiento mono-exponencial.

%
| = Ad” ) Ecuacion 13

Donde: | es la intensidad de la sefial de los protones, Tyrp €s el tiempo de
relajacion de los protones (T,) que forman parte de los sélidos de la muestra y del
agua intimamente unida a los sélidos y A es un parametro relacionado con la
intensidad de la sefial.

Dado que los nucleos no se reorientan con un pulso de 180°, los tiempos de

relajacion espin-espin obtenidos serian tiempos de relajacion aparentes, es decir Ty*.
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Sin embargo, para muestras sélidas (como las determinadas en este trabajo),
podemos considerar que el T, intrinseco esta muy cerca al T,*, como fue sugerido

por Fullerton y Cameron (1998). Por lo tanto, se utilizd T, por conveniencia.

111.3.2.4 Microscopia electronica de barrido

Las caracteristicas microestructurales de los polvos conteniendo aceite de
naranja encapsulado se analizaron por microscopia electrénica de barrido (SEM)
utilizando un microscopio Zeiss Supra 40 (Alemania).

Las muestras se colocaron en un soporte de aluminio, utilizando el apoyo de
una cinta adhesiva bifaz de carbon conductor y luego se recubrieron con
nanoparticulas de oro (Cressington Scientific Instruments 108 Sputter Coater).

Las imagenes se tomaron con el detector dentro de la lente, utilizando un

voltaje de aceleraciéon de 3,00 kV.

111.3.2.5 Andlisis estadistico

Las diferencias significativas entre las propiedades de los polvos se
determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA), andlogamente a lo explicado

en 111.3.1.5.

111.3.3 Andlisis de volatiles

111.3.3.1 Determinacién de etanol

Se determind la concentracion de etanol empleando el kit enziméatico Ethyl
Alcohol, Roche Diagnostics Cobas® (Mannheim, Alemania). Este método se basa en

la oxidacion del etanol a acetaldehido en presencia de la enzima alcohol
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deshidrogenasa (ADH) nicotinamida/adenina dinucleétido (NAD) (Ecuacion 14). El
NADH formado durante la reaccion, medido espectrofotométricamente a través de
los cambios en la absorbancia a 342 nm, es directamente proporcional a la

concentracion de etanol.

Etanol + NAD®* ———* acetaldehido+ NADH + H* Ecuacion 14

Procedimiento

Se confeccion6 una curva de calibracion preparando soluciones de
concentraciones crecientes y perfectamente conocidas, en un rango de 0,01 a 5,00
mg de etanol por mL de solucion empleando agua bidestilada. Este rango de
concentraciones se seleccion6 porque en cada tubo se esperaba que hubiera 0,3 mg
de etanol inicial por mL de solucion. Se utilizaron como reactivos y soluciones de
trabajo: a) tampoén y conservantes (reactivo 1). NAD: = 3 mmol/L; b) ADH (EC
1.1.1.1; levadura; 25°C): = 37 U/mL (617 pkat/L); y c) estabilizadores y
conservantes (reactivo 2).

En un tubo de ensayo se colocaron 400 uL del reactivo 1 y 400 uL del reactivo
2. El tubo se mezcld por agitacion y se coloco en un bafio de agua a 37 °C durante 5
minutos. Luego se adicionaron 80 uL de muestra (polvos reconstituidos a su volumen
original en agua bidestilada) y se realizo6 una incubacion a 37 °C durante
exactamente 1 minuto. Inmediatamente se leyd la absorbancia de la solucién a 342
nm (A;). Seguidamente se retomd la incubacion por exactamente otro minuto y se
volvié a medir la absorbancia (A;) a 342 nm. Empleando la Ecuaciéon 15 se calculé
la absorbancia.

A= (A2 - A) Ecuacion 15
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Obtenidas las lecturas de absorbancia de los patrones y la muestra, se obtuvo
la recta de regresiébn y a partir de la ecuacién de dicha recta se calculo la

concentraciéon de etanol en la muestra (Ecuacion 16).

y=ax+b Ecuacion 16
En donde:
y = absorbancia medida a 342 nm
X = concentracion de etanol

Las diferencias significativas entre las propiedades de los polvos conteniendo
etanol encapsulado se determinaron mediante analisis de varianza (ANOVA),

analogamente a lo explicado en 111.3.1.5.

111.3.3.2 Determinacion de citral

111.3.3.2.a Cromatografia gaseosa

El citral es una mezcla de dos compuestos volatiles quimicamente bien
definidos, el isbmero trans conocido como geranial y el isbmero cis conocido como
neral. Por lo tanto se pudo emplear una metodologia de preparaciéon de muestra
sencilla y rapida como lo es la extraccion con solventes, para luego cuantificar los

volatiles por cromatografia de gases.

Preparacion de la muestra: Extraccion de citral

Se pesaron exactamente alrededor de 0,2000 g de polvo en un vial de vidrio de
10 mL con tapa y se adicionaron 3 mL de agua destilada. La mezcla se agité en un

agitador vortex por 3 minutos y luego se sonic6 a 35 °C por 30 minutos. A
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continuacion se agregaron 2 mL de hexano puro a esa suspension. Se agité en
agitador magnético por 3 minutos y se centrifugé 5 minutos a 3500 rpm. Luego, se
colectd6 la fase oleosa en un matraz de 25 mL. Este procedimiento se repitié 4 veces.
La ultima extraccion, la cuarta, se realizd6 en ampolla de decantacién, separandose la
fase superior y su interfase que luego se desecaron con sulfato de sodio anhidro. El
sulfato de sodio anhidro se lavé con hexano y se incorporé al matraz de 25 mL.
Antes de llevar a volumen, se agregé 1 mL de solucion de linalol (concentracion= 25
mg/mL) empleado como estandar interno. Se llevd a volumen con hexano. Esta

solucion se inyectd en el cromatografo.

Andlisis por cromatografia gaseosa (GC-FID)

Los componentes del citral se analizaron por cromatografia de gases usando un
cromatégrafo Varian 3400 Cx con un detector de ionizacion de llama (FID). Se
empled una columna capilar de silice fundido con una fase estacionaria de 5% fenil-
95% dimetilpolisiloxano (DB-5, J&W Scientific), de 60 m x 0,25 mm de diametro y 25
Mm de espesor de fase estacionaria. Las condiciones programadas fueron:
temperatura del horno desde 75 hasta 210 °C, rampa de 3 °C/min, temperatura del
inyector 250 °C, temperatura del detector 260 °C. Como gas carrier se utilizd
nitrégeno. Todos los andlisis se llevaron a cabo por duplicado para cada muestra. El
contenido de los componentes de citral (neral y geranial) se calculd por el método de
estandar interno (linalol).

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente a través de un andlisis de
varianza (ANOVA) y por la aplicacién del método de Student—Neuman—Keuls (SNK)

p< 0,05, con el fin de determinar si existian diferencias significativas entre las
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formulaciones. Se utilizé el programa SPSS versién 20.0, IMB Corp., Armonk, NY,

EE.UU.).

[11.3.3.2.b Evaluacién sensorial

Evaluacion discriminativa entre las diferentes formulaciones

Se evaluaron las diferentes formulaciones secadas por spray con el fin de
determinar si se percibian en forma similar, con lo cual se podria inferir que las
formulaciones habrian retenido el aroma encapsulado en forma anéloga. Con este
fin, se utilizé el método de comparacion por pares con eleccion forzada (2-AFC test;
ASTM 1977). El panel estuvo integrado por 30 asesores no entrenados (7 hombres,
23 mujeres, 21 a 23 afios de edad, estudiantes de grado de la carrera de Ingenieria
de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agrarias, Pontificia Universidad Catolica,
Argentina). Los asesores evaluaron las cuatro formulaciones descriptas en la Tabla
11. Se le presentaban dos muestras (15 mL) contenidas en frascos de vidrios
cerrados, codificados con tres digitos (35 mL de capacidad, apertura de 3 cm de
didmetro), y su tarea consistia en olfatear el aroma contenido en el espacio de
cabeza y elegir la muestra de mayor intensidad aromatica.

Antes de la evaluacién se realizaron varias diluciones de las muestras en un
rango entre 0,00125 y 0,05 mg/ 100 mL en agua con el fin de encontrar la
concentracion adecuada de trabajo para que no sature los receptores olfatorios. Una
vez hallada la concentracion 6ptima, 0,0025 mg/ 100 mL, las formulaciones diluidas
se colocaron en frascos de vidrio y se dejaron equilibrar entre las fases liquida y

gaseosa por cuatro horas para la evaluacion posterior.
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Las pruebas se efectuaron en cabinas individuales a una temperatura de 22 + 2
°C, con un sistema de iluminacion con luz blanca (6500 K). El nivel de significacion
de la prueba de comparacién de pares se calculé mediante la prueba binomial (a0 =
0,05; dos colas; valor critico = 21) basada en el nimero de muestras de mayor

intensidad aromatica respecto del total de muestras evaluadas.

Evaluacion de la intensidad de citral encapsulado

La intensidad aromatica de las muestras de citral encapsulado se midié con un
panel entrenado utilizando una escala no estructurada de 15 cm (Meilgaard y col.,
1999). Un panel de 12 asesores (mujeres, 21 a 23 afios de edad, que habian
participado en la evaluacion por pares) fue entrenado (dos sesiones, de media hora
cada una) para evaluar la intensidad de las soluciones del aroma citral. Se hicieron
diluciones (0,04; 0,11; 0,33 y 0,98 mg/100 mL) de las emulsiones, utilizando como
estandar de referencia la dilucién de 0,33 mg/100 mL, que tenia un valor de 8 en la
escala no estructurada (linea de 15 cm).

La intensidad del aroma de las emulsiones reconstituidas, provenientes de los
polvos resuspendidos (Tabla 11) (0,0025 mg/ 100 mL, la misma dilucion empleada
en la prueba de comparacion pareada) se evalué por triplicado (cuatro sesiones).

Se realiz6 una curva de calibracion empleando soluciones de citral y la
intensidad del aroma citral en las formulaciones se calcul6 a partir de esta curva.
Cada asesor evalu6 por sesion una de las soluciones del polvo reconstituido y las
cuatro concentraciones de citral, con un intervalo de 10 minutos entre repeticiones.
La evaluacion se realiz6 en las mismas condiciones que la prueba de comparacion

por pares.
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Los datos obtenidos de la intensidad del citral se analizaron estadisticamente a
través de un analisis de varianza (ANOVA), en el cual la concentracién de las
soluciones de citral y las repeticiones se consideraron factores fijos, y los evaluadores
un factor aleatorio. Para determinar las diferencias (p<0,05) entre las formulaciones
se compararon las medias con la prueba de Student—Neuman—Keuls (SNK) vy se
calculé el error estandar. Se utiliz6 el programa SPSS versién 20.0, IMB Corp.,
Armonk, NY, EE.UU.).

La retencion de citral (% p/v) se calculd teniendo en cuenta que el polvo
secado por spray en dilucion 0,05 % tenia una concentracion teorica de 6,25 mg

citral/100 mL.

111.3.3.3 Determinacion de aceite esencial de naranja

[11.3.3.3.a Cromatoqgrafia gaseosa

Preparacion de la muestra: microextraccion en fase solida (SPME)

En el presente trabajo los constituyentes volatiles del aroma de naranja
encapsulado se aislaron mediante la técnica de de microextraccion en fase solida
(referida como SPME, del inglés Solid Phase Micro Extraction), ampliamente
desarrollada por Pawliszyn y colaboradores para la extraccion de volatiles organicos
en solucién (Arthur y Pawliszyn, 1990; Zhang y Pawliszyn, 1993). Se empled esta
técnica dado que es ideal para recuperar los volatiles constituyentes en el espacio de
cabeza de aromas complejos ya que tiene un alto poder de separacidon y una alta
sensibilidad. Este sistema de toma de muestra es similar al proceso de olfaccion

puesto que los compuestos volatiles se concentran en el espacio de cabeza y
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adsorben sobre la fibra de modo similar a lo que ocurre en la nariz y los receptores
olfatorios.

La técnica de SPME extrae y concentra los analitos directamente en una fibra o
fase estacionaria que incluye un tipo o mas de polimeros extractantes (Arthur y
Pawliszyn, 1990; Yang y Peppard, 1994; Jetti y col., 2007). El método es rapido, facil
de aplicar, de bajo costo y no requiere del uso de disolventes organicos, permitiendo
analizar los volatiles tal cual se encuentran en la muestra. Se emplea combinado con
cromatografia de gases (GC) y cromatografia de gases acoplada a detector de
espectrometria de masas (GC-MS). Esta técnica ha sido muy aplicada, en un amplio
rango de compuestos voléatiles y semi volatiles, al analisis de aromas en alimentos
(Verhoeven et al., 1992; Steffen y Pawliszyn, 1996 y Jordan y col., 2001).

La técnica de SPME se basa en la extraccion de los analitos de la matriz de la
muestra mediante una fibra de silice fundida de 10 mm, de muy pequefias
dimensiones, recubierta por un sorbente de 80-100 um (generalmente polimérico).
Dado el pequefio tamafio de la fibra y su geometria cilindrica se la utiliza incorporada
a una jeringa retrdctil para facilitar su manipulacion y proteger la fibra cuando no se
utiliza (Figura 35).

Esta técnica consta de 2 etapas principales: una etapa de extraccion y una de
desorcion. Durante la extraccién se produce la migracion de los analitos desde la
muestra a la fibra hasta que se alcanza la situacién de equilibrio. Este proceso de
extraccion se puede producir por adsorciéon (si la fibra toma los volatiles del espacio

de cabeza) o absorcion (si la fibra se sumerge en la matriz liquida de la muestra).
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Figura 35. Descripcion de la jeringa soporte de una fibra de SPME

Para el proceso de extraccion con SPME descripto en la Figura 36, se coloca
un volumen de muestra en un vial herméticamente cerrado con un septum de
silicona o teflén. Seguidamente se perfora el septum y se introduce la jeringa en el
vial. Empujando el émbolo se expone la fibra a la muestra la cual permanece
expuesta el tiempo que la técnica determine en cada caso. Una vez finalizado el
tiempo de extraccion, se devuelve la fibra al interior de la jeringa y la etapa de

desorcion se lleva a cabo en el puerto de inyeccion del cromatografo.

Figura 36. Proceso de extraccién con SPME
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Tipo de fibra empleada

De acuerdo con las caracteristicas de los componentes a analizar, en este
trabajo se ha utilizado una fibra con recubrimiento polimérico de polidimetilsiloxano
(PDMS), de 100 pm de espesor de film (Supelco, Bellefonte, USA) y cuya naturaleza
apolar resulta especifica para volatiles de bajo peso molecular. Previamente a la
utilizacion, la fibra se acondicion6 mediante su introduccién en el puerto de inyeccion
del cromatégrafo de gases a una temperatura de 250 °C, durante 1 hora, con el fin

de eliminar posibles interferentes adsorbidos por la fibra del medio ambiente.

Condiciones empleadas para el aislamiento de volatiles

La eleccion de los parametros utilizados en el aislamiento de volatiles mediante
la técnica de SPME se basO en los parametros optimizados por Jordan y col., 2001.
La estandarizacion de estos parametros permitio la obtencién de datos comparables

entre repeticiones.

Parametros de /la extraccion

a) T7Tamario de muestra: Se probaron distintas cantidades y se decidié utilizar
567 £ 10 mg de polvo conteniendo aceite esencial de naranja encapsulado y 165 +
10 pL de agua. El tamafio de muestra utilizado por Jordan y col. (2001) resulté
demasiado grande para la sensibilidad del método empleado en este trabajo.

b) Preparacion de muestra: en un vial de 18 mL se colocaron el polvo
conteniendo el aroma encapsulado y el agua. Luego se adicionaron 20 pL de linalol
como estandar interno y una solucién saturada de NaCl en una proporcion del 36 %

en volumen con relacién a la muestra analizada, para aumentar la fuerza i6nica y
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ayudar a la liberacion de voléatiles de la matriz liquida reconstituida. Por altimo se
colocd una barra magnética, se tapo el vial y se sometio a agitacion mediante el uso
de un agitador magnético durante 5 min, a fin de lograr la correcta reconstitucion de
los polvos.

C) Agitacion y temperatura: El aumento de temperatura y la agitacion se
utilizaron para favorecer la expulsion de los volatiles desde la matriz liquida a la fase
gaseosa. El vial conteniendo la muestra preparada se introdujo en el bafio de
ultrasonido a 40 °C durante 30 minutos, con la ayuda de un dispositivo como el que
se presenta en la Figura 37 compuesto por un soporte y una agarradera.

d) 7iempo de exposicion de la fibra al espacio de cabeza. el tiempo necesario
para absorber los volatiles que se liberaron de la matriz liquida reconstituida fue de
30 minutos. Pasado ese tiempo, se retrajo la fibra y se extrajo el dispositivo del vial.

e) Tiempo de desorcion en el puerto de inyeccion del cromatografo: el
dispositivo se colocd en el puerto de inyeccion del cromatégrafo de gases, que se
encontraba calefaccionado a 250 °C, durantes 0,6 minutos para la desorcién de los

volatiles. Estos entraron en la columna para su separacion y deteccion.

Figura 37. Sistema de microextraccion en fase sélida.
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Cromatografia gaseosa (GC-MS)

Para el analisis cuali-cuantitativo de los compuestos odorantes por GC-MS se
trabajé con un cromatografo de gases, Perkin ElImer GC modelo Clarus 500, provisto
de un Unico inyector tipo split/splitless conectado con un divisor de flujos a dos
columnas capilares de silice fundido: 1) polietilenglicol de PM aproximado de 20.000
(DB-Wax, J&W Scientific) y 2) 5% fenil-95% dimetilpolisiloxano (DB-5, J&W
Scientific), ambas de 60 m x 0,25 mm de didmetro y 0,25 um de espesor de fase
estacionaria. La columna polar se encontraba conectada a un detector FID (detector
de ionizacion en llama) mientras que la columna no polar a un detector FID y a un
detector de masas cuadrupolar (70 eV), a través de un sistema de venteo

(MSvent™) (Figura 38).

Figura 38. Cromatégrafo de gases (a). Esquema del GC-FID-MS (b).

Las condiciones analiticas empleadas en el GC-FID-MS fueron. programacion de
temperatura: 40 °C (3 min), luego a 3 °C/min hasta los 153 °C manteniéndose
durante 0,33 min; temperaturas de inyector y detectores FID: 250 °C ; temperatura
de la linea de transferencia: 180 °C; temperatura de la fuente de iones: 150 °C;
tiempo total de corrida: 41 min; fase mévil: Helio a 1,87 mL/min; inyector en modo
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splitless; tiempo de desorcion en el puerto de inyeccién: 0,6 minutos y rango de
masas escaneado: 40 - 400 Da.

/dentificacion de volatiles: fue realizada por comparacion de los espectros de
masa con los de la base de datos computarizada (Adams, 2007; Wiley/NIST Mass
Spectral Library, 2008) y los obtenidos con los estandares propios y la determinacion
de sus indices de retencién en las dos columnas utilizadas mediante la inyeccién de

una serie homoéloga de alcanos (C6 a C24) en las mismas condiciones operativas.

Cuantificacion

La cuantificacion se realizo teniendo en cuenta el contenido total de aceite de
naranja y los constituyentes del aceite esencial retenidos por las diferentes
formulaciones.

a) Retencién del contenido total de aceite esencial de naranja

A fin de calibrar y calcular la cantidad de aceite esencial retenido, se utilizé el
limoneno (un componente relevante del aroma) como marcador del aceite esencial
de naranja debido a que los volatiles mayoritarios de este aceite son terpenos.

La cantidad de aceite esencial de naranja retenido por las diferentes
formulaciones se calcul6 a través del contenido de limoneno, por el método de
estandar interno de manera de poder construir una curva de calibracién.

Se preparé una solucion de aceite esencial de naranja en acetato de etilo
adicionada de limoneno (concentraciéon= 2,5 mg/mL) y del estandar interno, linalol
(concentracion= 25 mg/mL). Se graficé la relacion de concentracion limoneno/linalol
versus la relacion de las areas limoneno/linalol obtenidas por GC y se obtuvo la

siguiente ecuacion: y = 13,704x (R? = 0,999). Empleando la ecuacion de la curva se
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determiné el contenido de aceite esencial de naranja retenido por las diferentes
formulaciones luego del secado y en las distintas condiciones de almacenamiento

b) Retencién de los constituyentes volatiles del aceite esencial de naranja

La cuantificacién de los constituyentes volatiles del aceite esencial de naranja
retenido por las diferentes formulaciones se calcul6 de la misma forma en que se
evaluo el contenido total de aceite esencial de naranja.

Se realizaron cuatro curvas de calibracion (Figura 39) empleando soluciones
de los componentes de la fase continua de las cuatro formulaciones con la adicion de
limoneno. Las soluciones se prepararon de la misma forma que las muestras. De esta
manera, cualquier interferencia de la matriz fue compensada y asi se evitd una

lectura errénea de los resultados obtenidos.
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Figura 39. Curvas de calibracion empleadas en la valoracién de compuestos volatiles del
aceite esencial de naranja utilizando soluciones de las diferentes fases continuas: SMDcapsui
(a), SMDHi Cap (b), TMDCapsuI (C) Yy TMDHi Cap (d)
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Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente a través de un analisis de
varianza (ANOVA) y por la aplicacion del método de Student—Neuman—Keuls (SNK)
p< 0,05, con el fin de determinar si existian diferencias significativas entre las
formulaciones. Se utilizd6 el programa SPSS versién 20.0, IMB Corp., Armonk, NY,

EE.UU.).

11.3.3.3.b Evaluacién sensorial

Panel

El panel estuvo integrado por 25 asesores (20 mujeres y 5 hombres con
edades comprendidas entre 22-25 afos) estudiantes de la Facultad de Ciencias
Agrarias, Pontificia Universidad Catolica Argentina (UCA), quienes fueron entrenados

en evaluacion de aromas de naranja.

Entrenamiento en el reconocimiento e identificacion de aromas de naranja

El entrenamiento del panel consistié en la realizacion de pruebas discriminativas
(test del triangulo), generacioén de atributos descriptivos, identificacion de atributos

utilizando estandares y matching de aromas.

= Evaluacion discriminativa (test del triAngulo)
Con el fin de que los evaluadores detectaran diferencias entre los aromas
de las distintas muestras se realizd el test del triangulo- caracterizacion de la
diferencia (ASTM, 1977). Esta prueba consiste en presentar a cada asesor tres

muestras codificadas, indicandole que dos son iguales y una es diferente, teniendo
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que identificar la muestra distinta. Ademés, se les requiri6 informacion adicional
solicitdndoles que describieran la muestra diferente. Se presentaron igual namero
de las seis combinaciones posibles (ABB, BAA, AAB, BBA, ABA y BAB), balanceando
la presentacion entre los evaluadores. Como la prueba es de eleccién forzada,
aungue no encuentren diferencias estan obligados a elegir por azar. De esta forma,
se elimina, el error por indecisién del evaluador.

Se compararon las cuatro formulaciones iniciales, realizando por lo tanto, seis
triangulos cada evaluador. Los polvos conteniendo el aceite esencial de naranja
encapsulado fueron reconstituidos a su volumen original y 1 mL de este aroma en
polvo reconstituido se colocd en frascos de vidrio color marrén con tapa (100 mL
de capacidad, con una boca de 2,5 cm de didmetro) codificados con numeros
aleatorios de tres cifras. La evaluacion se llevd a cabo en las mismas cabinas
empleadas en la seccion 111.3.3.2.b.

Ademads, se les solicitd a los asesores que eligieran descriptores que
diferenciaran a las muestras evaluadas. A partir de esta prueba se seleccionaron los
atributos de mayor frecuencia de mencion para la preparaciéon de algunos de los

estandares aromaticos para el entrenamiento de los asesores.

= |dentificacién de atributos mediante el uso de estandares
Se prepararon distintos estandares aromaticos (Tabla 13) teniendo en
cuenta los descriptores propuestos por los asesores en la prueba anterior, y a
estandares empleados en un trabajo que analiza los perfiles aromaticos de aromas

de naranja encapsulados (Galmarini y col., 2007).
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Tabla 13. Definicion de los atributos y receta de los estandares utilizados por el panel para
describir el perfil aromatico de naranja.

Atributo

Receta

Definicion

Naranja fresca

Papel de filtro embebido en aceite de
naranja fresca (Saporiti, Arg.), colocado en
frasco de vidrio con tapa.

Aroma evocativo del
jugo natural de naranja
recién exprimido.

Jugo en polvo

50 g de jugo en polvo naranja dulce (Tang)
reconstituido en 100 mL de agua destilada.

Evocativo del jugo en
polvo reconstituido.

Citrico Papel de filtro embebido en aceite esencial | Asociado a un fuerte y
de Gamma Terpenos (“Gamma Terpenos”, | penetrante aroma citrico.
I FF) colocado en frasco de vidrio con tapa.

Vitamina C Vitamina C sabor naranja (Redoxén, | Relacionado al aroma de
Argentina). complejos vitaminicos.

Limon Papel de filtro embebido en aceite esencial | Asociado a un fuerte y
de citral (Saporiti, Argentina) colocado en | penetrante aroma citrico.
frasco de vidrio con tapa.

Plastico Jugo de naranja calentado 2 min en | Aroma asociado a
microondas en un recipiente plastico. recipientes plasticos.

Pino Papel de filtro embebido en aceite esencial | Aroma asociado a pino.
de mirceno (Firmenich, Argentina), colocado
en frasco de vidrio con tapa.

Frutado Sin estandar Aroma asociado a fruta.

Floral Papel de filtro embebido en dodecanol, | Aroma asociado a
colocado en un frasco de vidrio con tapa. flores/fruta verde.

Pegamento Papel de filtro embebido en acetato de etilo, | Aroma asociado al
colocado en un frasco de vidrio con tapa. pegamento.

Céascara Papel de filtro embebido en limoneno | Aroma asociado a la
(Ledesma, Argentina) colocado en un frasco | cascara de naranja.
de vidrio con tapa.

Madera Papel de filtro embebido en aceite esencial | Sugerente del olor a
de naranja valenciana (Ledesma) colocado | corteza.
en un frasco de vidrio con tapa.

Pungente Sin estandar Sensacion de picazén en

la mucosa olfativa.

Naranja verde

Sin estandar

Caracteristico de la
naranja inmadura.

Naranja madura

Sin estandar

Aroma relacionado con
la naranja madura.

Mermelada de

Jugo y cascara de naranja con azUcar

Aromas asociado a

naranja cocidos a bafio maria durante 60 minutos. mermelada de naranja.
Cocido Papel de filtro embebido en aroma cocido | Aroma asociado a la
(Firmenich, Argentina), colocado en frasco | naranja dulce
de vidrio con tapa. cocida/mermelada.
Mandarina 5 g de jugo en polvo mandarina (Clight) | Aromas relacionados al
reconstituidos en 100 mL de agua destilada. | jugo de mandarina.
Caramelo Sin estandar Aroma asociado al
caramelo de naranja.
Solvente Papel de filtro embebido en acetona, | Aroma asociado a
colocado en un frasco de vidrio con tapa. solvente, quitaesmalte
Pomelo 5 g de jugo en polvo pomelo (Clight) | Aromas relacionados al

reconstituidos en 100 mL de agua destilada.

jugo de pomelo.
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Los estandares les fueron presentados a los evaluadores para que
identificaran los aromas y los asociaran con el nombre de cada descriptor. Esta

prueba se realizé durante tres sesiones con el fin de memorizar los aromas.

= Matching
El test de matching es una prueba que se realiza para explorar si los asesores
han sido bien entrenados (Meilgaard y col., 1999). En este caso aplicado a la
identificacion de aromas, se determino si los asesores podian identificar los aromas
de los estandares que habian estado memorizando. Esta prueba consiste en
encontrar el par correspondiente entre dos sets de aromas.

En este estudio se compararon 13 estandares: naranja fresca, jugo en
polvo, citrico, limon, pino, floral, pegamento, cascara de naranja, madera, naranja
cocida, mandarina, solvente y pomelo. En la evaluacién, los asesores contaron con
un grupo de estandares con sus nombres y otro grupo de aromas codificados. Su

tarea consistié en encontrar el par correspondiente para cada aroma.

Analisis de volatiles

= Agrupamiento de muestras similares (Sorting task)

El método de agrupamiento es un procedimiento simple para identificar
muestras que se perciben en forma similar. Es un método préactico cuando se tiene
un gran nimero de muestras para comparar. Al evaluador se le presentan las
muestras y se le pide que las agrupe de acuerdo a alguna caracteristica que
encuentre similar entre las muestras. Se puede pedir un determinado numero de

grupos o dejar que cada asesor agrupe libremente las muestras. Asimismo, se
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puede requerir que realicen una descripcién de cada grupo de muestras (Chollet y
col., 2011). Los datos se analizan estadisticamente por analisis de escalamiento
multidimensional (Schiffman y col., 1981).

Se realiz6 la prueba de agrupamiento de las muestras almacenadas a distintos
tiempos. Por un lado se evaluaron las formulaciones conteniendo TMD y por otro las
formulaciones conteniendo SMD. Para esta evaluacion, 1 mL del aroma en polvo
reconstituido con agua destilada a su volumen original se coloco en frascos de vidrio
color marron con tapa (100 mL de capacidad, con una boca de 2,5 cm de diametro)
codificados con numeros aleatorios de tres cifras. La evaluacion se llevé a cabo en
cabinas individuales a 22 £+ 2 °C. Se les pidi0 a los asesores que olieran todos los
frascos y agruparan las muestras que se percibian similares, pudiendo hacer tantos
grupos como creyeran conveniente (la cantidad de grupos no era fija). Una vez
organizados los grupos, debian describirlos con al menos tres descriptores que
identificaran las caracteristicas del grupo. Para la descripcion contaban con los
estandares y la lista de los aromas mencionados en la Tabla 13. Los datos fueron
analizados por escalamiento multidimensional utilizando el programa SPSS v. 20.0.

En la Tabla 14 se presenta la codificacion empleada para identificar a las
distintas muestras correspondientes a las cuatro formulaciones almacenadas a cuatro

tiempos (0, 3, 6 y 9 meses) y a dos temperaturas 25 °Cy 37 °C.
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Tabla 14. Codificacion empleada en la identificacion de las diferentes formulaciones
almacenadas a distintos tiempos y temperaturas.

Tratamientos
Muestras Tiempo 3 meses 6 meses 9 meses
cero 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C  37°C
TMDcapsui M1 M5 M9 M13 M17 M21 M25
TMDuicw | M2 | M6 M10 | M14 M8 |  M22 M26
SMDewsst | M3 | M7 M1l | M15 M9 | M23 M27
SMDucp | M4 | M8 M2 | wmie M20 | M24 M28

= Perfil descriptivo del aromas de naranja

El perfil aromatico se realizO aplicando el método Listado de Atributos de
Calidad (Quality Atributte Check List, ASTM 1975). Este método descriptivo semi-
cuantitativo es usado cuando se deben evaluar estimulos aromaticos que son
dificiles de cuantificar sobre una escala (Campo y col., 2010). La tarea consiste en
tildar sobre una lista de atributos aquellos que mejor describen las muestras. Los
datos se analizan por frecuencia de mencién.

Se evaluaron los siguientes 21 descriptores: naranja fresca, jugo en polvo,
citrico, vitamina C, limon, plastico, pino, frutado, floral, pegamento, céscara de
naranja, madera, pungente, naranja verde, naranja madura, mermelada de naranja,
naranja cocida, mandarina, caramelo de naranja, solvente, pomelo. Los evaluadores
podian oler los estandares si lo necesitaban.

El aroma de naranja en polvo, reconstituido a volumen original con agua
destilada (1,5 mL finales) se presentd en orden aleatorio dentro de botellitas de
vidrio (4,5 cm de diametro de base, 9 cm de altura) color caramelo con tapa,
codificadas con coédigos aleatorios de tres cifras, en cabinas individuales bajo luz
diurna (6500 k). Los evaluadores debian agitar la muestra, para favorecer la

liberacion de volatiles, y luego olfatear el espacio de cabeza.
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Los datos obtenidos fueron analizados por frecuencia de mencion, considerando
solamente aquellos atributos que habian sido mencionados al menos cinco veces en
la misma muestra. Luego se realiz6 un Analisis de Componentes Principales con
matriz de correlaciones, considerando el minimo eigenvalor como 1, utilizando el
programa InfoStat v.2011e. El analisis de la agrupacion de muestras se llevo a cabo
aplicando un analisis de conglomerados (c/usters) no jerarquico con el comando K

medias.
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IV.1 Capitulo I: Encapsulacion de etanol

En este capitulo se analiza la encapsulacién de un volatil sencillo (etanol) en
matrices “carriers” formadas por maltodextrina (MD), sacarosa (S), trehalosa (T), y
sus mezclas con maltodextrina (SMD y TMD respectivamente), con el agregado de
almidén modificado. Se emplearon dos métodos de secado (liofilizacion y secado
spray) y se evaluaron las propiedades fisicas y la retencién de etanol en el
almacenamiento a diferentes temperaturas.

Cuando el etanol se combina con carriers solubles en agua, forma una solucion
mixta de etanol, agua y el carrier. Esta solucion se puede transformar en polvo por
las técnicas de liofilizacion y secado spray a través de las cuales sustancialmente se
extrae el agua y el etanol se encapsula dentro del carrier (Menting y Hoogstad,
1967; Menting y col., 1970; Thijssen, 1971; Sato y col., 1982). Algunos factores
importantes a tener en cuenta para la encapsulacion de etanol son el tipo y la
concentracion de carrier, y en el caso de secado spray también se debe considerar la
temperatura de entrada de aire del secador spray, debido a que cuanto mayor sea la
temperatura de secado, menor sera la cantidad de etanol encapsulado, por la rapida

volatilizacion (Kim y col., 1994, 1995).

IV.1.1 Caracterizacion de los polvos

En esta seccion se realizd una caracterizacion fisica de las diferentes
formulaciones deshidratadas conteniendo etanol encapsulado. La informacion
provista por estos estudios apunta a seleccionar las condiciones adecuadas para el
almacenamiento, evitando la ocurrencia de deterioro fisico como colapso,

cristalizacién de los azlcares, etc. Estos cambios no solo afectarian la apariencia del
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material sino que se podrian provocar pérdidas del volatil encapsulado y dificultades
en la rehidratacion. Se determinaron algunas propiedades fisicas a bajas humedades
relativas (entre 11 y 33 % HR): propiedades de sorcion de agua, temperaturas de
transicion vitrea (Tg), y se estimo la movilidad molecular de los sélidos y el agua
fuertemente asociada a los solidos mediante la determinacion de los tiempos de
relajacion (T,) por *H RMN. El rango de humedad relativa se seleccioné teniendo en
cuenta que los polvos deshidratados se mantienen generalmente en condiciones de

baja humedad.

1V.1.1.1 Propiedades de sorcion de agua

La Figura 40 muestra las isotermas de sorcién de agua, después de 15 dias de
humidificacion a 25 °C, para las cinco formulaciones obtenidas mediante secado
spray (a) y liofilizacién (b). Los datos de contenido de agua deben ser considerados
valores de pseudo-equilibrio debido a que el equilibrio completo de los azucares

amorfos puede tardar mas tiempo (Makower y Dye, 1965; Yu y col., 2008).

=
o

|a Secado spray |b Liofilizacion

Contenido de agua (% b.s.)

Contenido de agua (% b.s.)

0 T T T T T T T T T
0] 10 20 30 0 10 20 30
HR (%) HR (%)

Figura 40. Isotermas de sorcién de agua a 25 °C de las formulaciones obtenidas mediante
secado spray (a) y liofilizacién (b).
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Las distintas formulaciones presentaron isotermas muy similares, siendo MD la
formulacién que presenté los valores mas elevados de contenido de agua a todas las
HR estudiadas. Los contenidos de agua de la formulacién S presentaron valores
similares a los informados para la sacarosa amorfa pura (Aguilera, 2003). Ademas,
Yu y col. (2008) compararon isotermas de pseudo-sorcidon para sacarosa amorfa a
partir de varias fuentes bibliograficas, mostrando una gran concordancia con los
datos actuales.

En el caso de la formulacion T, se presentaron contenidos de agua similares a
los reportados para la trehalosa pura (lglesias y col., 1997). El contenido de agua de
la formulacion MD fue muy similar al observado para MD pura (Abramovic y Klofutar,

2002).

1V.1.1.2 Transiciones térmicas

La Figura 41 muestra las temperaturas de transicion vitrea (T,) en funcién
del contenido de agua. Se observd que la temperatura de inicio (“onset”) de la
transicion vitrea (Ty) decrecié a medida que aumento6 el contenido de agua, debido al
efecto plastificante del agua. No se presentaron diferencias importantes entre los
valores de T4 obtenidos por los dos métodos de secado.

En el presente trabajo los valores de T4 de las formulaciones que contienen
azucares puros liofilizados (sin MD) fueron similares a los obtenidos para sacarosa
(Foster, 2005) y trehalosa (Cardona y col., 1997) liofilizadas. Los valores de MD
fueron levemente inferiores a los obtenidos por Roos (1995). Se observo que las

mezclas de azlUcares con maltodextrina presentaron un aumento de los valores de
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Ty, en comparacion con los valores correspondientes a los azlicares puros. Este
hecho es esperable debido al elevado valor de Ty de la maltodextrina.

Teniendo en cuenta la linea punteada que indica la temperatura ambiente, se
observa que se puede lograr mantener el estado vitreo a 25 °C hasta diferentes HR

segun la formulacién: T, TMD, y MD hasta 33 % HR, SMD hasta 22 %HR Yy S hasta 11

% HR.
70 70
a Secado spray <+ MD b Liofilizacion <+ MD
60 & TMD 601 = TMD
- T T
50 © SMD 501 © SMD
~ o S ~ P
9 401 9 40 S
o o
= 301 ‘\ +° 301
20 \Q 20- T
104 101
0 : ‘ ‘ ‘ : 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
3 4 5 6 7 8 9 3 4 5 6 7 8 9
Contenido de agua (% b.s.) Contenido de agua (% b.s.)

Figura 41. Valores de T, en funcién del contenido de agua para las cinco formulaciones
obtenidas mediante secado spray (a) y liofilizacién (b). La linea punteada indica la
temperatura ambiente (25 °C).

La formulacion S no mostrd evidencia visual de cristalizacion después de 15
dias de almacenamiento a 33 %HR. Este hecho podria estar relacionado con la
dependencia de la cristalizacién de la sacarosa con tiempo. lglesias y Chirife (1978)
informaron que varios polimeros retrasan la cristalizacion de la sacarosa en sistemas
amorfos, como asi también Roos y Karel (1991) informaron de la inhibicion de la
cristalizacién de la sacarosa en presencia de MD o jarabe de maiz. La presencia de
almidon modificado podria explicar el retraso de la cristalizacibn de sacarosa

observado en este trabajo a 33 % HR.
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En el caso de las formulaciones conteniendo trehalosa, dado que se trabajo
hasta 33 %HR no se alcanzé el contenido de agua necesario para que ocurra la

cristalizacién del azacar dihidrato (10,5 %) (Schebor y col., 2010).

1V.1.1.3 Movilidad molecular

Con el fin de estimar la movilidad molecular en las distintas formulaciones, se
analizaron los tiempos de relajacién transversal (T,) mediante *H RMN. Se empled el
método de decaimiento libre de la induccion (FID). De acuerdo con varios autores, el
decaimiento r4pido de T, observado con este método, esti asociado a los protones
de los solidos y a las moléculas de agua que estan interactuando fuertemente con la
matriz sélida por enlaces de hidrégeno (Kalichevsky y col., 1992; Ruan y col., 1999;
Rugraff y col., 1996). Ablett y col. (1993) analizaron la evolucién de T, (medido por
el método FID) con la temperatura, en relacion con Ty para diversos malto-
oligémeros. Ellos observaron que los tiempos de relajacién (T2) a temperaturas por
debajo de la T4 mostraban que las moléculas de soluto tenian propiedades de RMN
tipicas de un sélido. Por otro lado, a temperaturas mayores que Tg, los valores de T»
aumentaron al aumentar la temperatura, mostrando una correlacién entre la
temperatura limite para el comportamiento sélido y la Tg.

Para evaluar el efecto del estado fisico del material sobre la movilidad
molecular, los tiempos de relajacibn T, se determinaron en un rango de
temperaturas entre 15 y 45 °C, de manera de tener las formulaciones tanto en
estado vitreo como en estado sobreenfirado. La Figura 42 muestra los valores de T,
a todas las HR estudiadas en funcion de variable T-T4. El comportamiento general

muestra un aumento de T, al aumentar la temperatura y la humedad relativa. En el
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estado vitreo las formulaciones conteniendo sacarosa fueron las que presentaron los
valores mas bajos de T,, seguido de las formulaciones conteniendo trehalosa, y los
valores mas altos se presentaron para MD. Es importante notar que la formulacion
MD fue la que presenté los valores mas altos de humedad a cada HR (Figura 40), lo
cual puede estar relacionado con los valores mas altos de T,. Los cambios mas
importantes se observaron en el estado sobreenfriado, particularmente para las
formulaciones S a 33 %HR. No se observaron diferencias notables entre los dos

métodos de secado empleados.
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Figura 42. Tiempos de relajacién T, obtenidos por *H RMN en funcién de la variable (T-T,),
donde T es la temperatura (entre 15y 45 °C) y T 4 la temperatura de transicion vitrea a
diferentes HR para las para las formulaciones conteniendo sacarosa (ay b) y trehalosa (cy
d) obtenidas mediante secado spray (ay c) y liofilizacion (b y d).
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IV.1.2 Retencion de etanol

En base a los resultados observados en los estudios sobre las propiedades
fisicas, se seleccionaron las condiciones de interés para evaluar la retencién de
etanol. Por lo tanto, en esta seccion se analiza la retencion de etanol en las
diferentes formulaciones teniendo en cuenta: 1) los procesos de secado (liofilizacién
y secado spray), y 2) el almacenamiento a diferentes temperaturas (temperatura
ambiente y una condicibn mas desfavorable, 37 °C). Al cabo del secado, las
formulaciones se almacenaron durante 15 dias a 11 % HR con el fin de unificar la HR
para comparar los comportamientos en los tratamientos posteriores. Se selecciond
esta HR para poder tener a todas las formulaciones en el estado vitreo a temperatura
ambiente.

La Figura 43 presenta el porcentaje de retenciéon de etanol en las diferentes
formulaciones a la salida de cada proceso de secado (Figura 43a) y al cabo de los
15 dias de almacenamiento a 11 %HR a 25 °C (Figura 43b). Se observa que la
retencién de etanol fue muy baja para ambos métodos de secado.

Se pueden observar diferencias altamente significativas entre los valores de
retencion de etanol correspondientes a las muestras obtenidas por los dos procesos
de secado. En el proceso de liofilizacién, se observa que todas las formulaciones
retuvieron aproximadamente un 40 % del etanol inicial, mientras que el secado
spray causo pérdidas mucho mayores (Figura 43a). Entre las formulaciones secadas
por spray se pueden observar diferencias significativas en la retencion de etanol
entre las muestras que contienen MD (entre 20 y 24 % de retencion) y las que
contienen sélo azucares puros (entre 10 y 13 % de retencion), siendo la formulacion

S la que menos etanol retuvo. Voilley y col. (1973) analizaron la retencion de etanol
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en jugo de naranja y en un sistema modelo del jugo, y observaron una retencién de
aproximadamente 30% luego de la liofilizacion, mostrando porcentajes de retencion
similares a los obtenidos en este trabajo.

Las grandes pérdidas observadas luego del proceso de secado spray
probablemente se deban a las altas temperaturas del proceso y a la alta volatilidad
del etanol. Al cabo de la equilibraciéon a 11 %HR (Figura 43b) se observaron
pérdidas de aproximadamente 2 % para las formulaciones liofilizadas, y entre 1y 3

% para las muestras secadas por spray.
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Figura 43. Porcentaje de etanol retenido en las diferentes formulaciones a la salida
del secado (a) y al cabo de los 15 dias de almacenamiento a 11 % HR a 25 °C (b), para los
dos proceso de secado: secado spray (barras rojas) y liofilizacion (barras verdes). Los
promedios con letras diferentes son significativamente distintos (p<0,05).
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La Figura 44 muestra la retencion de etanol para los sistemas liofilizados y

secados spray durante el almacenamiento a dos temperaturas (25 y 37 °C).
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Figura 44. Porcentaje de etanol retenido en las diferentes formulaciones obtenidas por
secado spray (ay c) y liofilizacion (b y d), almacenadas a 25 y 37 °C. Las distintas letras
indican diferencias significativas (p< 0,05).

Se observé una diferencia muy importante dependiendo del tipo de secado. Las
formulaciones secadas por spray no presentaron pérdidas sustanciales de etanol
durante el almacenamiento. En contraste, las formulaciones liofilizadas sufrieron
pérdidas muy importantes, de hasta 28 % en el caso de la formulacion S almacenada
a 37 °C. Cabe destacar que las pérdidas de etanol se produjeron en matrices en
estado vitreo en todos los casos. Si bien los movimientos a gran escala de las
moléculas de la matriz estan efectivamente bloqueados en el estado vitreo, las

moléculas pequefias como gases y algunas moléculas organicas pueden migrar a
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través de los materiales amorfos debido a fluctuaciones de densidad inducidas
térmicamente (Vrentas y Duda, 1978).

La presencia de maltodextrina contribuyd a aumentar la estabilidad de la matriz
(aumentando el valor de T, Figura 41), no obstante, las matrices TMD y SMD
fueron mas eficientes al momento de retener el volatil, que las formulaciones MD. La
combinacién TMD exhibié la mayor retenciéon de etanol (p< 0,05) a todas las
temperaturas y tiempos analizados.

En la Figura 45 se presenta el porcentaje de etanol retenido en las diferentes
formulaciones secadas spray Yy liofilizadas, al finalizar el almacenamiento (75 dias) a
25y 37 °C en funcion de las variables (T-Tg) y T».

En las formulaciones secadas por spray (Figura 45a y b), las muestras se
pudieron separar en dos grupos: las formulaciones que contenian MD en las que se
observo una retencién de aproximadamente 18 % y las formulaciones de azlcares
que retuvieron 10 %. En ambos casos el comportamiento fue independiente de la
temperatura de almacenamiento. Ademas, no se observé una influencia de la Ty ni
de la movilidad molecular sobre la retencién de etanol. En este caso, el secado a alta
temperatura caus6 la pérdida de la mayoria del etanol en el proceso, quedando
particulas de polvo en las que el volatil residual probablemente esta interactuando
fuertemente con la matriz. Debido a que las temperaturas de almacenamiento
seleccionadas fueron relativamente bajas, no se produjeron pérdidas sustanciales en
esta etapa.

Para las formulaciones liofilizadas, se presenté una tendencia general a la
disminucién de la retencién de etanol al aumentar la variable T-T, (Figura 45c) y

los valores de T, (Figura 45d).
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Figura 45. Porcentaje de etanol retenido en las diferentes formulaciones obtenidas por
secado spray (ay b) y liofilizacién (c y d), al cabo de los 75 dias de almacenamiento a las
dos temperaturas analizadas: 25y 37 °C en funcion de la variable (T-Ty) (ay c) y de la
variable T, (b y d).

Sin embargo, también se presenté un efecto especifico de la matriz, dividiendo

a las muestras en dos grupos (Figura 45d). Un grupo estuvo formado por las

formulaciones S, SMD y T, y otro grupo por las formulaciones TMD y MD, este ultimo

mostrd altos valores de retencién a valores relativamente altos de T,. En este caso,

si  bien

la retenciéon

luego del

secado fue baja (Figura 43),

durante el
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almacenamiento se produjeron leves pérdidas a diferencia de lo observado para las

muestras secadas spray.
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IV.1.3 Resultados relevantes

= El método empleado para la deshidratacién de las formulaciones tuvo una
gran influencia en la retenciéon de etanol. Se alcanzo mayor retencion
cuando se empled la liofilizacion en comparacién con el secado spray. Esto
indicaria que las altas temperaturas alcanzadas en el proceso de secado
spray y la alta volatilidad del etanol hacen inadecuado a este método para
el secado de etanol.

= La retencién de etanol fue mucho menor para las matrices conteniendo
azlcares gque para las mezclas de azucares con maltodextrina, indicando la
importancia de incorporar polimeros de alto peso molecular a este tipo de
formulaciones.

= La retencibn de etanol en el almacenamiento fue mayor para las
formulaciones conteniendo trehalosa que para las que contenian sacarosa.
Este hecho implica un efecto especifico del azicar. Algunos aspectos de
las propiedades fisicas de los polvos indican que este efecto no estaria
relacionado con el estado fisico de la matriz: 1) En ambos casos los polvos
se encuentran en estado vitreo y a temperaturas bastante menores que T
en las condiciones de almacenamiento, y 2) Los valores de T, obtenidos
por RMN fueron menores para las formulaciones conteniendo sacarosa que
para aquellas conteniendo trehalosa, indicando una movilidad molecular
mas baja en el caso de sacarosa.

= La retencién de etanol fue muy baja en todos los casos analizados

indicando que seria necesario desarrollar nuevas formulaciones dado que
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empleando el método de liofilizacion deberian obtenerse mejores

resultados.
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IV.2 Capitulo II: Encapsulacion de aceites citricos

En este capitulo se desarrollaron formulaciones secadas por spray conteniendo
dos volatiles encapsulados: citral (componente mayoritariamente responsable del
caracter Unico del limén) y aceite esencial de naranja (un aroma compuesto por
numerosos componentes, proveniente de la cascara de naranja). Dada la naturaleza
hidrofébica de los aromas seleccionados, se realizé la encapsulacién de los mismos
en emulsiones conteniendo como fase continua matrices compuestas por sacarosa,
trehalosa y sus mezclas con maltodextrina. Ademas se emplearon dos almidones
modificados como agentes emulsificantes. Se analizaron las propiedades y la
estabilidad de las emulsiones, las caracteristicas fisicas de las formulaciones

obtenidas por secado spray, y la retencion de los volétiles luego del secado y el

almacenamiento.

IV.2.1 Citral

1V.2.1.1 Caracterizacion de las emulsiones

En esta seccion se describen los estudios realizados en emulsiones frescas (EF)
y las obtenidas después de un proceso de secado, denominadas emulsiones
reconstituidas (ER). En todos los casos, se prepararon dispersando citral en fases
continuas constituidas por soluciones conteniendo trehalosa, sacarosa o la mezcla de
los azUcares con maltodextrina. Se emple6 como emulsificante el almidén modificado
comercial Capsul. La formacion de estas emulsiones se realizd6 empleando un

agitador de alta velocidad.

1V.2.1.1.a Reometria
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La viscosidad de un liquido es una medida de su resistencia a fluir: cuanto
mayor es la viscosidad, mayor es la resistencia (McClements, 1999). Esta propiedad
surge de la friccién entre las capas liquidas que se deslizan una sobre otra. Esta
medida reoldgica proporciona informacion sobre la organizacién estructural y las
interacciones de los componentes dentro del sistema estudiado. Es importante
conocer las propiedades reoldgicas de las emulsiones para disefiar adecuadamente
ciertas operaciones en la industria, como los sistemas de bombeo. Ademas, es sabido
gue influyen en las caracteristicas organolépticas percibidas por los consumidores
(Gabriel y col., 2009). En este sentido, Hunter (1993) y Tadros (1994) estudiaron la
relacion entre la viscosidad y la velocidad de deformacién de las emulsiones, la cual
se puede utilizar para obtener informacion acerca de la fuerza de las interacciones
coloidales entre las gotas.

La Figura 46 muestra las curvas de flujo obtenidas para las EF (Figura 46a) y
ER (Figura 46b). En todos los casos estudiados el esfuerzo de corte aumenté
linealmente a medida que la aumentaba la velocidad de deformacion. Por lo tanto, la
viscosidad resulté constante sobre la variacion del esfuerzo de corte, corroborando el
caracter Newtoniano de las emulsiones.

La Figura 46c¢c muestra los valores de viscosidad obtenidos para las EF, ER y
sus componentes individuales: 1) los componentes de las fases continuas de las
formulaciones S, T, TMD, SMD y 2) el citral puro. Tanto las EF como las ER
presentaron valores de viscosidad significativamente méas bajos en ausencia (Sy T)

gue en presencia de maltodextrina (SMD y TMD).
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Figura 46. Curvas de flujo para emulsiones frescas (EF) (a) y emulsiones reconstituidas
(ER) (b): T (W), S(®), TMD () y SMD (O). Valores de viscosidad de EF, ER, de los
componentes de las fases continuas y del citral puro (c). Los promedios con distintas letras
son significativamente diferentes (p<0,05).

Las formulaciones Sy T manifestaron valores de viscosidad similares entre si y
a los valores de sus correspondientes fases continuas (sin adicion de citral). La
viscosidad del citral puro (2,2 cp) fue mucho menor, y aparentemente no contribuyo
a la viscosidad global de las emulsiones Sy T.

La MD es un polisacarido ramificado cuyas moléculas se expanden en solucién
acuosa, ejerciendo un notable efecto viscoso (Klinkesorn y col., 2004). Esta seria la
razon por la cual las emulsiones TMD y SMD manifestaron valores de viscosidad

mayores que los correspondientes a las emulsiones Sy T. En el caso de las EF,
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parece haber ocurrido un efecto aditivo con la contribucion de ambas fases, la
continua y la dispersa. Sin embargo, las ER no mostraron este comportamiento,
estas presentaron valores de viscosidad similares a los de sus correspondientes fases

continuas.

IV.2.1.1.b Distribucién y tamafo de gota

La distribuciéon de tamafio de las gotas influye en las propiedades de la
emulsion en aspectos como: la velocidad de los procesos de desestabilizaciéon, la
estabilidad a largo plazo, la resistencia al cremado, la textura y la apariencia optica,
la viscosidad, la eficiencia funcional en emulsiones destinadas a la liberacion
controlada de compuestos, y la reactividad quimica de sus componentes (Jurado y
col., 2007). El tamafio de las gotas de la emulsion también tiene un impacto
tecnologico, ya que es un factor importante para la retencién de flavors. Risch and
Reineccius (1988) y Soottitantawat y col. (2003) observaron que el tamafio de gota
tuvo una influencia muy importante en la retencién de aromas citricos encapsulados.

La Figura 47 ilustra la distribucion de tamafio de gotas, en volumen, obtenida
por la técnica de dispersion estatica de luz laser de las EF y ER. Todas las emulsiones
estudiadas presentaron una distribucién de tamafio de gota similar, con un patrén
multimodal, es decir, poblaciones polidispersas. La distribucion en volumen se puede
convertir a distribucién en numero a fin de comparar la contribucién relativa en el
tamafio de gota de cada poblacion sobre la distribucién global. Cuando se analizé la
distribucién en nimero sélo se detectd un pico para todas las emulsiones analizadas,
lo que indica la existencia de una poblacién dominante, con un tamafio promedio de

alrededor de 0,15 pum (insertos de la Figura 47).
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El diametro promedio de volumen-superficie (Dz2) y el didmetro promedio de

volumen equivalente (D, 3, ambos derivados de la distribucion del tamafio de gota,

se utilizaron para caracterizar los diametros de las gotas (Figura 48).
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Figura 47. Distribucién de tamafio de gota de EF () y ER (LJ): T (a), TMD (b), S(c), y
SMD (d). Medicion realizada a 25 °C. Los promedios con distintas letras son

significativamente diferentes (p<0,05).

Las EF que contenian Sy T presentaron los valores més altos de D;, (Figura

48a). En presencia de MD los valores de D3, se redujeron notablemente, siendo

muy similares a los obtenidos para todas las ER analizadas. En el caso del pardmetro

D, s (Figura 48b) las EF presentaron valores mucho mas altos que sus respectivas

ER y constituyeron grupos muy diferentes entre ellos. Los valores elevados de D, ; se

corresponden con el acontecimiento de uno o mas procesos de desestabilizacion que
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estan ocurriendo en el seno de las emulsiones (Relkin y Sourdet, 2005; Palazolo,
2006).

En general, las ER presentaron una disminucion importante en los valores de
Ds>y D43 en comparacion con los observados en las EF. Esto podria deberse a la
disrupcion de las gotas de emulsion en gotitas mas pequefias durante la atomizacion
en el proceso de secado por aspersion, lo cual fue informado previamente por
Soottitantawat y col. (2003). Este aspecto tiene una importancia practica ya que los
tamafos pequefios de las gotas, indicados por los valores bajos de Ds, podrian
contribuir a reducir la ocurrencia de los procesos de desestabilizacion después de la
reconstitucion. Este hecho se refleja en los valores bajos de D,s obtenidos para
cada ER (Figura 48b).

Las emulsiones que contienen MD mostraron un comportamiento particular. En
el caso de las EF los valores de Dj, fueron relativamente bajos, sin embargo se
presentaron valores altos de D,s En el caso de las ER, los valores de Dj,fueron
bajos y en consecuencia los valores de D, 3 también fueron menores. Si bien no se
observaron diferencias significativas entre los valores de D;, para las EF y ER, los
valores de EF fueron levemente mayores y esto podria indicar que el tamafio inicial
de las gotas fue suficientemente grande como para favorecer la desestabilizacion
(valores de D, ; altos).

Con el fin de identificar el tipo de agregacion de gotas que ocurre en las
emulsiones (floculacion o coalescencia), la determinacion del tamafio de gota de las
EF se hizo también en presencia de SDS, que es un surfactante que actua disociando
los fl6culos existentes (solo en el caso de asociacion reversible de gotas). El tamafio

de gota medido con la adicibn de SDS no mostrara ningin cambio si la emulsién
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presenta coalescencia, pero puede mostrar diferencias o volver a la distribucion de
tamafio de gota original si la desestabilizacion ha ocurrido por floculacién (Dickinson,
1992). Se observé una asociacion de gotas persistente, para las emulsiones T, lo que
indica cierto grado de coalescencia entre las gotas. Las emulsiones que contenian Sy
MD presentaron valores muy bajos de D, 3.sps 10 que indica que practicamente no se

desarrollé coalescencia, y solo se presento floculacion.
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Figura 48. Parametros obtenidos a partir del andlisis de la dispersion estatica de luz: D;

(a) y D,3(b) para las emulsiones frescas (EF), emulsiones frescas + SDS (EF + SDS) y

emulsiones reconstituidas (ER). Los promedios con distintas letras son significativamente
diferentes (p<0,05).

1V.2.1.1.c_Movilidad molecular
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Con el fin de estimar la movilidad molecular en las distintas emulsiones, se
realizaron mediciones de 'H-RMN resuelto en el tiempo (Figura 49). Se
determinaron los tiempos de relajacién transversal T, asociados a relajaciones de
protones relativamente lentas, las cuales estarian relacionadas con poblaciones de
moléculas de agua que muestran pocas interacciones con los sélidos (Fullerton y

Cameron, 1988; Kou y col., 2000). Para ello se utiliz6 la secuencia de pulsos CPMG.

100

T2-1 (ms)

T S TMD SMD

Figura 49. Tiempos de relajacién T, obtenidos por *H-RMN luego de aplicar la secuencia de
pulsos CPMG a 25 °C. Los promedios con distintas letras son significativamente diferentes
(p<0,05).

Se encontraron dos poblaciones de diferente movilidad representadas por

distintos tiempos de relajacion. Las poblaciones menos moviles estan representadas

por valores de T, (T».1), los cuales fueron de aproximadamente 87 msy 35 ms para
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las formulaciones que contenian azlUcares puros y mezclas con MD respectivamente
(Figura 49a). Las poblaciones mas moviles estan representadas por valores de T,
(T2.2) de alrededor de 500 ms para Sy T, y 300 ms para SMD y TMD (Figura 49b).
No hubo diferencias en los valores de T, debidas a los azlUcares. Tampoco se
observaron diferencias entre EF y ER.

La presencia de MD produjo una reduccion importante en la movilidad
molecular del agua. Esto podria deberse al que el polimero presenta una disposicion
espacial ramificada en medio acuoso, conjuntamente con un alto peso molecular, lo
cual conlleva a una mayor viscosidad (Figura 46), que contribuye a la reducciéon de

la movilidad.

1V.2.1.2 Estabilidad de las emulsiones

El tiempo que una emulsién debe permanecer estable depende de la naturaleza
del producto alimenticio (Dickinson, 2003). Algunas emulsiones se forman como
pasos intermedios en un proceso de fabricacién por lo que s6lo deben permanecer
estables durante unos segundos, minutos u horas, mientras que otras deben
permanecer estables durante dias, meses o incluso afios antes de su consumo (Mc
Clements, 1999). En el caso que aqui se presenta, es requerido que las emulsiones
se mantengan estables durante el tiempo transcurrido desde su preparacién hasta su
secado, es decir, un tiempo corto. Por lo tanto, los estudios de estabilidad se
realizaron durante dos horas, un periodo que superaria ampliamente el tiempo
requerido. En esta seccién se estudio la estabilidad de las emulsiones empleando el

andlisis del perfil de back scattering.
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El analisis del perfil de back scattering (BS) en funcion del tiempo ofrece la
ventaja de permitir la evaluacién continua de los procesos involucrados en la
desestabilizacion global de emulsiones en condiciones de quiescencia y sin dilucién
previa (Palazzolo y col., 2005). Segun Mengual y col. (1999), estos perfiles
constituyen la huella macroscépica de la emulsion en un momento dado. El perfil de
BS es un parametro que depende directamente del diAmetro promedio de la gota (D)
(Bawer y col., 1997) y de la fraccién volumétrica de la fase dispersa (¢), es decir, BS
= f (D, ¢) (Cerdeiray col., 2007).

Las Figuras 50 y 51 muestran los perfiles de BS en funcién de la longitud del

tubo para las EF (Figura 50) y ER (Figura 51) a distintos tiempos.
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Figura 50. Perfil de Back scattering (BS) en funcién de la longitud del tubo (la direccion de
la flecha indica el incremento del tiempo) en condiciones de reposo para emulsiones frescas
(EF): T (a), S(b), TMD (c), y SMD (d).
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Figura 51. Perfil de Back scattering (BS) en funcién de la longitud del tubo (la direccién de
la flecha indica el incremento del tiempo) en condiciones de reposo para emulsiones
reconstituidas (ER): T (a), S (b), TMD (c) y SMD (d).

En general se observé un perfil regular de BS en las dos horas de
almacenamiento, indicativo de la ausencia de cremado y sedimentacion (Mengual y
col., 1999; Palazolo y col., 2004). Sin embargo, en el caso de las EF (Figura 50), se
observd una disminucion uniforme en el promedio de las curvas de BS a lo largo de
todo el tubo en el transcurso del tiempo, lo que indica la ocurrencia de floculaciéon
(Palazolo, 2004). En este caso se observa que la cinética de desestabilizacion es
relativamente rapida, dado que a los 30 minutos ya se produjo un descenso
importante del % de BS y que los cambios a tiempos mas largos fueron mas leves.

Es posible que la desestabilizacion comience en el mismo proceso de preparacion, lo

cual se corrobora con los valores elevados de D, iniciales (Figura 48). El andlisis
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de BS para las ER no mostr6 cambios importantes durante 2 horas de
almacenamiento (Figura 51).

Una aplicacion tecnologica potencial de los polvos conteniendo citral
encapsulado podria ser su incorporacién a jugos citricos deshidratados, los cuales
necesitan ser disueltos en agua para ser consumidos. Una vez preparado, es
deseable que la estabilidad del producto se mantenga durante al menos un dia. Por
esta razon se incluyeron los perfiles de BS correspondientes a 24 horas de
almacenamiento para las ER (Figura 51). Después de un dia de almacenamiento,
pudo notarse una disminucion de BS en la parte inferior del tubo y un aumento en la
parte superior para las emulsiones T y S. Este fenOmeno indica el cremado de estas
ER (Figura 51a, b) (Mengual y col., 1999; Palazolo y col., 2004; Cerdeira y col.,
2007). Por otro lado, las emulsiones SMD y TMD (Figura 51c, d) a las 24 horas
presentaron un cierto grado de floculacién, ademas puede observarse el aumento de
BS en la parte superior del tubo lo que indica el ascenso de floculos. Estos resultados
indican que la presencia del polisacarido condujo a un grado de desestabilizacion
menor, probablemente debido al efecto viscosante de la MD. Ademas, la mayor
movilidad molecular observada en las formulaciones sin MD (Figura 49) contribuyé

a la mayor desestabilizacion observada en estos sistemas.

1V.2.1.3 Caracterizacion de los polvos conteniendo citral encapsulado

En esta seccion se analizan algunas propiedades fisicas de las diferentes
formulaciones en polvo conteniendo citral encapsulado por secado spray: las
propiedades de sorcion de agua a 25 °C, las temper aturas de transicion vitrea (Tg) Yy

la movilidad molecular estimada a través de los tiempos de relajacion T, medidos
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por 'H RMN. Ademas, se analiza la pérdida del aroma citral luego del secado, por

cromatografia gaseosa y por analisis sensorial.

IV.2.1.3.a Propiedades de sorcidén de agua

Los estudios de sorcion de agua se realizaron a humedades relativas (HR) entre
11y 33 % a 25 °C. Este rango de humedad relativa se seleccioné debido a que este
tipo de polvos deshidratados usualmente se mantienen en condiciones de baja
humedad principalmente para evitar la ocurrencia de deterioro fisico.

En la Figura 52 se presentan las isotermas de sorciéon de agua después de 15
dias de humidificacion a 25 °C para los diferentes polvos. Estos datos deben ser
considerados valores de pseudo-equilibrio, como se menciond en el caso de etanol
encapsulado (Figura 40), debido a que el equilibrio completo de los azlcares

amorfos puede tardar mas tiempo (Makower y Dye, 1965; Yu y col., 2008).

[EnN
o

TMD

SMD

Contenido de agua (% b.s.)

40

HR (%)

Figura 52. Isotermas de sorcion de agua a 25 °C.

Las isotermas de sorcibn de agua obtenidas para las formulaciones
conteniendo trehalosa fueron muy similares a las observadas para el caso de etanol
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encapsulado y se observaron pequenas diferencias con respecto a las formulaciones
conteniendo sacarosa (Figura 40).

La formulacion conteniendo sacarosa no mostré evidencia visual de
cristalizacién después de 15 dias de almacenamiento a 33 % HR, de la misma manera

gue en el caso de etanol encapsulado (seccion 1V.1.1.1).

IV.2.1.3.b Transiciones térmicas y movilidad molecular

La Figura 53a muestra termogramas tipicos obtenidos por calorimetria
diferencial de barrido (DSC), en los cuales se presentan las transiciones vitreas para
las diferentes formulaciones a 11 % de humedad relativa. Las transiciones vitreas
fueron evidentes para todos los sistemas analizados y a todas las HR estudiadas,
pero solo se muestran las curvas obtenidas a 11 % HR como ejemplo. Los valores de
temperatura de transicion vitrea (Tg) en funcion del contenido de agua se muestran

en la Figura 53b.

-0.05
11 % HR a

!
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[N

a1
1

. ‘
o o
w )
a1 a1
1 1

Flujo de calor (mW)
o
~
<

081 I s e e e e — — oO——7————7T 7T 7T 71T 71—
10 20 30 40 50 60 70 80 90 > 3 4 5 6 7 8 9

Temperatura (°C) Contenido de agua (% b.s.)

Figura 53. Termogramas obtenidos por DSC donde se presentan las transiciones vitreas de
los diferentes polvos a 11 % HR (a), y los valores de T4 en funcion del contenido de agua (b).
La linea de puntos indica la temperatura ambiente (25 °C).
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Como se muestra en la Figura 53b el mantenimiento del estado vitreo a
temperatura ambiente (25 °C) se puede lograr hasta diferentes HR segun la
formulaciéon: hasta 33 %HR para las formulaciones TMD y T, 22 y 11 %HR, para
SMD y S respectivamente. Se obtuvieron resultados similares a los obtenidos en el
caso de etanol encapsulado (Figura 41).

De la misma forma que el caso de etanol encapsulado (Figura 42), se estim6
la movilidad molecular de los polvos determinando los tiempos de relajacion
transversal (T,) mediante *H RMN después de la aplicacién de un pulso tnico de 90°
(método FID). Ademas, en este caso también se evaluaron los tiempos de relajacion
T, a diferentes temperaturas (entre 15 y 45 °C), de manera de tener las
formulaciones en estado vitreo y sobreenfriado.

La Figura 54 muestra los valores de T, a todas las HR estudiadas en funcién
de la variable T-T,4, donde T es la temperatura y Ty la temperatura de transicion
vitrea a diferentes humedades relativas. Se puede observar que en el estado vitreo
(T-Tg < 0) existe un ligero incremento en los valores de T, para todas las
formulaciones analizadas. De la misma forma que lo observado en las formulaciones
conteniendo etanol encapsulado (Figura 42), en la formulaciéon S a 33 %HR se vio
un efecto particular, mostrando un gran aumento de los valores de T, superior a la
tendencia mostrada a valores inferiores de HR.

Las formulaciones conteniendo mezclas de azicar y MD mostraron valores
similares (ligeramente superiores) de T, en comparacion con las formulaciones del
azucar correspondiente en el estado vitreo, y no mostraron un aumento importante a

temperaturas mayores que Ty a las temperaturas analizadas. Estos resultados
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coinciden con los resultados observados en el caso de las formulaciones conteniendo

etanol encapsulado (Figura 42).

16 16 . _
Formulaciones conteniendo trehalosa Formulaciones conteniendo sacaros%
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Figura 54. Tiempos de relajacién T, obtenidos por *H RMN en funcién de la variable (T-T,),
donde T es la temperatura (entre 15y 45 °C) y T 4 la temperatura de transicion vitrea a
diferentes HR para las para las formulaciones conteniendo trehalosa (a) y sacarosa (b).

1V.2.1.4 Retencién de citral

En esta seccion se analiza la retencion de citral luego del secado spray. En este
caso el objetivo fue evaluar la capacidad de las diferentes formulaciones para retener
el volatil. Como el citral es un aroma que se podria incorporar en una formulacion
alimentaria, se decidiéo hacer tanto un estudio por cromatografia gaseosa como por
analisis sensorial. Al cabo del secado, todas las formulaciones presentaron
humedades relativas cercanas a 11 %HR, por lo tanto se encontraban en estado
vitreo a temperatura ambiente (Figura 53).

En una primera instancia se realizd el test de comparacion por pares para
evaluar si las diferentes formulaciones retenian el citral en forma anéloga. Se
observo que los seis pares de muestras comparados (T-TMD, T-S, T-SMD, S-TMD,
TMD-SMD, S-SMD) se percibieron en forma similar, pues no se presentaron

diferencias significativas entre ningin par de muestras (Tabla 16). Este resultado
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indica que la retenciéon de citral para las formulaciones conteniendo sacarosa y
trehalosa fue aproximadamente la misma, en las condiciones utilizadas en el

presente trabajo.

Tabla 16. Discriminacion entre las muestras a través del método de comparacion por pares
con eleccién forzada.

Pares Muestra mas intensa/respuestas totales
Ty TMD 19"%/30
TyS 16"%/30
Ty SMD 20"/30
Sy TMD 20"/30
TMD y SMD 18"™/30
Sy SMD 15"/30

ns: no significativo

En una segunda instancia se realiz6 el andlisis cuantitativo de la cantidad
retenida de citral en las diferentes formulaciones. Se realizé una curva de calibracién
empleando soluciones de citral en un rango de concentracion de 0 a 0,6 pL/100mL
(Figura 55) para calcular la concentracién de citral retenida en las diferentes

formulaciones.
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Figura 55. Curva de calibracion de las soluciones de citral.
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La Figura 56 muestra la retencién de citral evaluada por andlisis sensorial y
por cromatografia gaseosa (CG). No se observaron diferencias significativas en la
retencion de citral después del secado spray entre las distintas formulaciones
evaluadas. Por andlisis sensorial los valores fueron ligeramente mayores para la
formulaciéon SMD, mientras que los resultados de CG mostraron valores levemente
mas elevados para TMD. Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas, por

consiguiente, ambos pueden ser considerados dentro del error metodologico.

100
@ Citral percibido
_I_|:I Citral retenido (CG)
75 — T —
~
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S 1z 4 Es
T 507
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T T
T T™MD S SMD

Figura 56. Porcentaje de citral retenido (CG) y percibido (evaluacion sensorial) en las
diferentes formulaciones. No se observaron diferencias significativas en CG ni en la
evaluacion sensorial (p<0,05).

La retencién analizada por CG alcanz6 valores de aproximadamente 75 %. Las
emulsiones obtenidas por agitacion presentaron tamafos de gota relativamente
grandes, que luego del secado spray se redujeron (Figura 47). Segln
Soottitantawat y col. (2003), se incrementa la evaporacién de los volatiles cuando se
produce la ruptura de las gotas en la atomizacién. Esta podria ser una de las causa
de las pérdidas elevadas de citral ocurridas en el secado.

Por otro lado, la retencion obtenida para citral fue mucho mayor que la
observada en el caso de etanol (Figura 43). Probablemente las propiedades del
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compuesto encapsulado sean las responsables de estas diferencias, siendo el etanol
mucho mas volatil que el citral. Ademas, en este caso no se vieron diferencias en la
capacidad de retencion entre las formulaciones, y en el caso de etanol, el agregado
de MD permitio incrementar la retencion al menos 10 % mas que para los azUcares

solos.

IV.2.2 Aceite esencial de Naranja

1V.2.2.1 Caracterizacion de las emulsiones

En esta seccion se describen los estudios realizados en emulsiones cuya fase
continua esta constituida por mezclas de maltodextrina (MD) y azUcares (trehalosa y
sacarosa) como matrices, y dos almidones modificados comerciales (Capsul y Hi Cap)
como emulsificantes. En este caso no se incluyeron formulaciones de azlcares en
ausencia de MD (como las empleadas en la seccién 1V.2.1.1 en las formulaciones
conteniendo citral) debido a que se observé que la estabilidad de las mismas era
muy inferior a la observada para las mezclas con MD. La fase dispersa es un aceite
esencial de naranja comercial. Ademéas se comparan dos métodos de preparacién de
las emulsiones (agitacion a alta velocidad y sonicacion). Por otro lado, se analizan las
caracteristicas de las emulsiones reconstituidas de la misma forma que se realizo
para el citral en la seccion 1V.2.1.2. En este caso, solo se estudiaron las ER
sonicadas, debido a que se observé que las emulsiones frescas (EF) obtenidas por

agitacion presentaron muy baja estabilidad (seccién 1V.2.2.2).

1V.2.2.1.a Reometria
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La Figura 57 muestra las curvas de flujo obtenidas para las EF y ER

analizadas a temperatura ambiente.

Se analizaron emulsiones obtenidas por

agitacion a alta velocidad (Figura 57a y b) y por sonicacion (Figura 57c-f).

Esfuerzo de corte (D/cmz)

25
EF Capsul,gitadas

25

25
EF Capsulggpicadas

25

25
ER Capsulggpicadas

25

0 T T T
0 25 50 75

Velocidad de deformacion (1/S)

100

EF Hi Cap agitadas

EF Hi Capsonicadas

ER Capsulggpicadas

25 50 75
Velocidad de deformacion (1/S)

100

Figura 57. Curvas de flujo de EF (a-d) y ER (e y f) obtenidas empleando los métodos de
agitacion a alta velocidad y ultrasonido de alta intensidad para las formulaciones SMD (H) y
TMD (@).

159



Resultados del capitulo 11

Para todas las emulsiones, el esfuerzo de corte aumentdé linealmente a medida
gue la aumentaba la velocidad de deformacion, mostrando el caracter Newtoniano
de las emulsiones.

A partir de las curvas de la Figura 57 se obtuvieron los valores de viscosidad
de las diferentes emulsiones (Figura 58). También, en la Figura 58 se muestran
los valores de viscosidad obtenidos para el aceite esencial de naranja y las fases
continuas por separado: soluciones acuosas conteniendo los diferentes componentes
de la fase continua de las distintas formulaciones. En el caso de las EF, en general no
se presentaron diferencias muy importantes para los valores de viscosidad entre los
dos métodos empleados ni en cuanto a los almidones utilizados. Por otro lado, los
valores de viscosidad para las EF conteniendo sacarosa fueron superiores a los

presentados para las formulaciones TMD.
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=3 EF agitadas
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Figura 58. Valores de viscosidad para EF y ER agitadas, ER sonicadas, fase continua
(soluciones conteniendo los diferentes componentes de la fase continua de las distintas
formulaciones), y aceite esencial de naranja puro. Los promedios con distintas letras son
significativamente diferentes (p<0,05).
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Ademas, las viscosidades de las EFcapsui €n general fueron menores a las de sus
correspondientes fases continuas. En cambio en presencia de Hi cap se observo un
comportamiento opuesto. En cuanto a las ER, el comportamiento fue diferente al de
las EF, no se presentaron diferencias importantes entre SMD y TMD, pero si se
observaron valores de viscosidad mayores en presencia de Capsul en comparacion
con las formulaciones conteniendo Hi Cap. Ademas las ER presentaron viscosidades
similares a las de sus correspondientes fases continuas.

En la Tabla 18 se presentan todos los valores obtenidos de la aplicacion de la
Ley de la Potencia a los datos experimentales para las diferentes emulsiones. Los
valores de indice de consistencia similares a los de viscosidad, y los correspondientes
al indice de flujo cercanos a la unidad son indicadores de fluidos con carécter

Newtoniano.

Tabla 18. Atributos reoldgicos que caracterizan a EF, ER y fase continua. Emulsiones
preparadas empleando agitacion a alta velocidad y ultrasonido de alta intensidad. Los
valores de p corresponden a la viscosidad, K al indice de consistencia y 7 al indice de flujo.

Formulaciones K (cp) K (cp) n
" EF SMDcapsui 17,400 + 0,212° 17,600 + 0,242° 0,935 + 0,001
-‘-': EF SMDy;i cap 17,113 + 0,175° 19,050 + 0,071° 0,953 + 0,003
5 | EF TMDeopsu 15,700 + 0,212 18,200 + 0,135" 0,940 + 0,001
< EF TMDyi cap 16,161 + 0,053" 17,100 + 0,071° 0,974 + 0,001
EF SMDcapsui 18,150 + 0,071 20,600 + 0,141 0,970 + 0,020
EF SMDy;i cap 17,950 + 0,071° 17,421 + 0,128° 0,905 + 0,008
" EF TMDcapsui 16,350 + 0,212 19,500 + 0,010’ 0,952 + 0,010
§ EF TMDyi cap 14,950 + 0,071° 15,300 + 0,14° 0,995 + 0,001
'§ ER SMDcapsui 19,750 + 0,071° 22,000 + 0,010° 0,920 + 0,070
“ ER SMDyi cap 13,950 + 0,071 15,900 + 0,114' 0,903 + 0,003
ER TMDcapsu 18,050 + 0,495"° 17,100 + 0,141%° 0,901 + 0,010
ER TMDyj cap 13,900 + 0,141 15,800 + 0,283" 0,900 + 0,001

*Los promedios con distintas letras son significativamente diferentes (p<0,05).
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IV.2.2.1.b Distribucién y tamafo de gota

El método de preparaciéon tiene gran influencia sobre las caracteristicas de las
emulsiones resultantes. Una mayor energia entregada al sistema permite obtener
emulsiones de menor diametro de particula y més estables, siempre que haya en la
fase continua suficiente emulsificante para cubrir esta mayor superficie creada. El
tiempo que tarda un emulsificante en adsorberse en la superficie de las gotas recién
formadas también es un factor determinante del tamafio de gota final en una
emulsion (McClements, 1999).

La Figura 59 exhibe la distribucién de tamafios de gotas en volumen, obtenida
mediante la técnica de dispersion estatica de luz laser, de las EF agitadas, EF
sonicadas y ER sonicadas.

Las emulsiones estudiadas presentaron una distribucion de tamafio de gota
tendiente a la monomodalidad. Puede verse una distribucion Gaussiana mostrando la
existencia de una poblacion dominante. Este hecho fue corroborado con la
distribucién de tamafio de gota en términos de numero, donde se observé sélo un
pico, indicando la presencia de una Unica poblacion dominante.

En cuanto al tamafio de gota, las EF agitadas mostraron diametros promedio de
gota entre 2 y 3 micrones. En contraste, las formulaciones sonicadas resultaron
submicroénicas, teniendo las EF aproximadamente 0,15 um en el caso de TMD
(Figura 59b y d) y 0,24 um en el caso de SMD (Figura 59a y c), y 0,5 um todas
las ER (Figura 59a-d). En general no se observaron cambios importantes, con los

diferentes emulsificantes empleados.
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Figura 59. Distribucién de tamafios de gota de EF agitadas (M), EF sonicadas, (M) y ER
sonicadas (). SMDcapsui (@), TMDcapsui (B), SMDyji cap (€) Y SMDyi cap ().

En la Figura 60 se presentan los valores obtenidos para los didmetros D3,y
D, s ambos derivados de la distribucion del tamafio de gota. Similarmente a la
metodologia empleada para las emulsiones conteniendo citral (seccién 1V.2.1.1.b), se
utilizaron estos parametros para caracterizar la distribucion del tamafio de las gotas
de las emulsiones conteniendo aceite de naranja.

En cuanto a la variable D;, (Figura 60a), las EF obtenidas empleando el
metodo de agitacion a alta velocidad presentaron valores mucho mayores que las EF
sonicadas. Por otro lado, las EF agitadas conteniendo Hi Cap presentaron valores
menores de Dz, que los observados para las formulaciones conteniendo Capsul. En
cuanto al aziucar empleado, en general no se presentaron diferencias muy

importantes entre las formulaciones. Las ER presentaron didmetros levemente
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mayores a los obtenidos para las EF, esto podria deberse a cambios provocados en el
pasaje de las emulsiones por la boquilla del secador spray. Esta caracteristica se
diferencia de los resultados observados para las formulaciones conteniendo citral
(Figura 48), pero se debe a que estas Ultimas se obtuvieron por agitacion, y el

didmetro de las EF era originalmente mucho mayor (Figura 48).
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Figura 60. Parametros obtenidos de las mediciones por dispersion estéatica de luz: D;»(a) y
D, 3 (b) para EF, EF + SDSy ER. Los promedios con distintas letras son significativamente
diferentes (p<0,05).
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Se analizé la influencia de la viscosidad sobre el didmetro de gota para las
formulaciones conteniendo aceite de naranja encapsulado en comparacién con
aquellas conteniendo citral (Figura 61). Las diferencias observadas en los valores de
Ds - no presentan una correlacion directa con los resultados de viscosidad de las

emulsiones correspondientes.
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Figura 61. Influencia de la viscosidad sobre el diametro de gota (D3 ) para las
formulaciones conteniendo aceite de naranja encapsulado en comparacién con las
formulaciones conteniendo citral encapsulado.

La variable D, 3 se presenta en la Figura 60b. Los valores de D, 3 fueron mas
elevados que los de D3 en todos los casos, siendo mas altos para las formulaciones
agitadas que para las sonicadas. Se observa que los valores de D,z son muy
inferiores (méaximo 22 micrones) que los presentados por las formulaciones
conteniendo citral (maximo 332,7 micrones) (Figura 48b). El agregado de SDS
mostré en todos los casos una reduccion significativa de los valores de D,3
indicando la ocurrencia de procesos de floculacion en todos los casos analizados.

Jafari y col. (2007) prepararon emulsiones O/W conteniendo d-limoneno,

empleando como carriers maltodextrina y almidén modificado, y realizando agitacién

mecanica y sonicacion. Estos autores encontraron que tanto los valores de D3, como
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de D, eran tres veces mayores en las emulsiones preparadas con agitacion

mecanica que las preparadas con ultrasonidos.

1V.2.2.1.c Movilidad molecular

Se estim6 la movilidad molecular del agua en las diferentes emulsiones, tanto
EF como ER, mediante la determinacién de los tiempos T, de la misma forma que se
analizd para las formulaciones conteniendo citral (1V.2.1.1.c). Para ello se utilizo la
secuencia de pulsos CPMG (Figura 62).

Se encontraron dos poblaciones de diferente movilidad representadas por
distintos tiempos de relajacion. Las poblaciones menos maoviles estan representadas
por valores de T, (T,.;) de aproximadamente 40 ms (Figura 62a), y las poblaciones
mas moviles por valores de T, (T,.,) de aproximadamente 340 ms (Figura 62b). Los
valores de T,.; fueron similares para todas las formulaciones analizadas, y en el caso
de T,., se observo un leve aumento de movilidad en presencia de sacarosa. No hubo
diferencias respecto a los almidones utilizados, ni entre EF y ER. Los resultados
fueron similares a los observados para las formulaciones conteniendo citral (Figura

49).

1V.2.2.2 Estabilidad de las emulsiones

En esta seccion se estudio la estabilidad de las emulsiones empleando el
analisis del perfil de back scattering. Los perfiles de BS en funcion de la longitud del
tubo se analizaron inmediatamente después de preparar la emulsién (t=0) y a
distintos tiempos, para las EF obtenidas empleando el método de agitacion de alta

velocidad (Figura 63). Las formulaciones preparadas por el método de ultrasonido
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de alta intensidad se muestran en las Figuras 64 y 65 para las EF y ER

respectivamente.

T21 (us)

SMDCapsul TMDCapsul SMDHiCap TMQ-liCap

400 0= EF
{ = c c c @ ER
b b

SIV")Capsul TM%apsul SIVIDHiCap TMQ-IiCap

Figura 62. Tiempos de relajacién T, obtenidos por *H-RMN luego de aplicar la secuencia de
pulsos CPMG. Los promedios con distintas letras son significativamente diferentes (p<0,05).

Las EF obtenidas por agitacion (Figura 63) presentaron una disminucion del
valor de BS a lo largo del tubo. Este fendbmeno, observado desde los 30 minutos de
almacenamiento, indica la floculacion de las emulsiones (Palazolo y col., 2004,
Cerdeira y col., 2007). Ademas a tiempo cero las EF agitadas presentaron espuma

gue se manifiesta como un pico en la parte superior del tubo. En el caso de las EF
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conteniendo citral el fendbmeno de floculacion también se presenté a la media hora

de almacenamiento aunque no se observé espuma (Figura 50).
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Figura 63. Perfiles de Back scattering (BS) en funcion de la longitud del tubo (la direccion
de la flecha indica el incremento del tiempo) para EF obtenidas empleando agitacién a alta
velocidad. SMDCapsuI (a), TMDCapsuI (b), SMDHiCap (C) Yy TMDHiCap (d)

En el caso de las emulsiones sonicadas también se observo floculacién, pero en
un nivel mucho menor. Este fendmeno se detectd después de la primera hora de
almacenamiento (Figuras 64 y 65). En ninguno de los casos se observaron
diferencias importantes debidas a la composicién de las formulaciones. Como en el
caso de citral (Figuras 50 y 51), se realizé la evaluaciéon a las 24 horas para las ER
considerando que el aceite esencial de naranja encapsulado también podria
incorporarse a jugos citricos deshidratados. Se observd un incremento moderado en
la floculacion (Figura 65). Este comportamiento fue similar a lo observado para el
caso de citral (Figura 51).
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Figura 64. Perfil de Back scattering (BS) en funcién de la longitud del tubo (la direccion de
la flecha indica el incremento del tiempo) para EF sonicadas. SMDcapsui (), TMDcapsui (D), Y
SMDyicap (€) Y TMDyiicap (d).
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Figura 65. Perfil de Back scattering (BS) en funcién de la longitud del tubo (la direccion de
la flecha indica el incremento del tiempo) para ER sonicadas. SMDcapsyi (@), TMDcapsui (D), Y
SMDHiCap (C) y TMDHiCap (d)
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1V.2.2.3 Caracterizacion de los polvos conteniendo aceite esencial de naranja

encapsulado

En esta secciébn se analizan algunas propiedades fisicas para las diferentes
formulaciones conteniendo aceite esencial de naranja encapsulado por secado spray.
Estas formulaciones se obtuvieron generando las emulsiones por sonicacion, debido
a que se observé que las emulsiones obtenidas por agitacion presentaron muy baja
estabilidad.

Con el fin de caracterizar las diferentes formulaciones se determinaron: las
propiedades de sorcion de agua a 25 °C, las temperaturas de transicion vitrea (Tg), y
la movilidad molecular de los sdélidos y el agua fuertemente asociada a los sélidos
mediante la determinacién de los tiempos de relajacion (T,) por 'H RMN. Se
seleccion6 el mismo rango de humedad relativa (entre 11 y 33 %) empleado en el
caso de las formulaciones conteniendo etanol y citral encapsulado.

Ademas, se analiz6 la pérdida del aceite de naranja de luego del secado y en el
almacenamiento a dos temperaturas (25 y 37 °C), por cromatografia gaseosa y por

andlisis sensorial.

1V.2.2.3.a Propiedades de sorcién de agua

En la Figura 66 se presentan las isotermas de sorciéon de agua después de 15
dias de humidificacion a 25 °C para los diferentes polvos conteniendo aceite de
naranja encapsulado. Como se mencion0 en la seccién 1V.1.1.1, los valores de
contenido de agua deben ser considerados en pseudo-equilibrio (Makower y Dye,

1965; Yu y col., 2008).
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Figura 66. Isotermas de sorcién de agua a 25 °C.

En general, las formulaciones presentaron contenidos de agua inferiores a los
obtenidos para las correspondientes conteniendo citral encapsulado (Figura 52)

indicando la influencia del volétil encapsulado sobre las propiedades de sorcién.

IV.2.2.3.b Transiciones térmicas y movilidad molecular

La Figura 67a muestra termogramas tipicos obtenidos por calorimetria
diferencial de barrido (DSC), en donde se presentan las temperaturas de transicion
vitrea (T,) para las diferentes formulaciones a 11 %HR. Los valores de T4 en funcion
del contenido de agua se presentan en la Figura 67b. Se observé que los valores de
T4 para las formulaciones SMD resultaron inferiores a los de las formulaciones TMD.
Ademas se vio que el mantenimiento del estado vitreo se logré6 a temperatura
ambiente (25 °C) para las formulaciones TMD hasta 33 %HR. En cambio las
formulaciones SMD mantuvieron el estado vitreo hasta 22 %HR. Se obtuvieron

valores de Ty mayores que los correspondientes a las formulaciones conteniendo
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citral (Figura 53). Esto podria deberse a que los contenidos de agua fueron

inferiores a los mostrados en el caso de citral.
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Figura 67. Termogramas obtenidos por DSC en donde se presentan las transiciones vitreas
de los diferentes polvos a 11 % HR (a), y los valores de T4 en funcion del contenido de agua
(b). La linea de puntos indica la temperatura ambiente (25 °C).

En la Figura 68 se presentan los valores de los tiempos de relajacion
transversal (T,) obtenidos mediante 'H RMN después de la aplicacién de un pulso
unico de 90° (método FID) a todas las HR estudiadas en funcion de la variable T-T.
Como en los casos anteriores (etanol y citral), el andlisis se llevé a cabo en un rango
de temperatura entre 15 y 45 °C. En general se observé que en el estado vitreo (T-
Ty< 0) existe un leve incremento en los valores de T, para todas las formulaciones,
de la misma forma que lo mostrado en presencia de etanol (Figura 42) y citral
(Figura 54). Por otro lado, en este caso se observé un comportamiento diferente
del presentado por las formulaciones conteniendo etanol (Figura 42) y citral
(Figura 54), mostrando valores de T, superiores tanto para TMD como para SMD.
Estos resultados indican un efecto especifico del aceite de naranja sobre la movilidad
en los polvos dado que teniendo contenidos de agua mas bajos que en el caso de

citral mostraron una mayor movilidad molecular.
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Figura 68. Tiempos de relajacién T, obtenidos por *H RMN en funcién de la variable (T-T,),
donde T es la temperatura (entre 15y 45 °C) y T 4 la temperatura de transicion vitrea a
diferentes HR para las para las formulaciones conteniendo Capsul (a) y Hi Cap (b).

IV.2.2.3.c Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 69 se presenta la morfologia externa de los polvos conteniendo
aceite esencial de naranja encapsulado. Se observd que las formulaciones
conteniendo Hi Cap presentaron gotas esféricas con una superficie lisa, sin la
percepcion de aceite superficial. Estos resultados concuerdan con los de
Penbunditkul y col. (2011), quienes estudiaron la morfologia externa de polvos
secados por spray conteniendo aceite de bergamota y Hi Cap en una concentracion
de solidos del 40 % p/p.

En cuanto a las formulaciones conteniendo Capsul se observaron gotas mas
alargadas, pero con una superficie lisa al igual que las formulaciones conteniendo Hi
Cap. Soottitantawat y col. (2005) observaron morfologias similares en al encapsular
d-limoneno por secado spray, utilizando como carriers goma arabiga (GA), Hi Cap, o

la mezcla 50:50 GA/MD en una concentracion de solidos del 20 % p/p.
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Figura 69. Micrografias SEM de la superficie de las particulas de los polvos conteniendo
aceite esencial de naranja encapsulado empleando un aumento de 1000x. Las figuras
insertas muestran un aumento de 5000x.

1V.2.2.4 Retencién de aceite esencial de naranja

En esta seccién se analiza la retencion del aceite esencial de naranja luego del
secado spray. En base a los resultados observados en los estudios sobre las
propiedades fisicas, se seleccionaron las condiciones de interés para evaluar la
retencion de aceite esencial de naranja. Por lo tanto en esta seccion se analiza la
capacidad de las diferentes formulaciones para retener el volatil, teniendo en cuenta
el almacenamiento a diferentes temperaturas (temperatura ambiente, 25 °C y una
condicibn mas desfavorable, 37 °C). Al cabo del secado, las formulaciones se
almacenaron durante 15 dias a 11 %HR con el fin de unificar la HR para comparar

los comportamientos en los tratamientos posteriores.
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Teniendo en cuenta que el aceite esencial de naranja es un aroma que se
podria incorporar en una formulacién alimentaria, se decidié hacer tanto un estudio
por cromatografia gaseosa como por andlisis sensorial. En una primera instancia se
realizd la prueba de Agrupamiento de muestras similares (Sorting task) con las
formulaciones almacenadas a distintos tiempos. Se seleccionaron las muestras que
presentaban las mayores diferencias entre si con el fin de realizar luego un perfil

descriptivo del aroma de naranja.

1V.2.2.4.1 Andlisis por cromatografia gaseosa

Estudio de la retencion global de aceite esencial de naranja

En la Figura 70 se presenta el porcentaje de aceite esencial de naranja
retenido por las diferentes formulaciones al cabo de 15 dias de almacenamiento a 11
% HR a 25 °C (tiempo cero).

No se observaron diferencias estadisticas en cuanto a la retencion de aceite
esencial de naranja por parte de las formulaciones. Teniendo en cuenta la
composicion inicial (Tabla 12) se vio que todas las formulaciones perdieron un 20 %
del aroma. En cuanto a los distintos azucares y almidones modificados empleados,
se observa que la formulacién TMDuicap presentd un leve incremento en la retencion
(78,8 %) y que SMDcapsu €xperimento la retencion mas baja (72,3 %), aunque las
diferencias no son estadisticamente significativas. Los porcentajes obtenidos fueron

similares a los observados en el caso de la encapsulacién de citral (Figura 56).
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Figura 70. Porcentaje de aceite esencial de naranja retenido en las distintas formulaciones
almacenadas 15 dias a 11 % HR a 25 °C. Los promedios con distintas letras son
significativamente diferentes (p<0,05).

En la Figura 71 se muestra el porcentaje de aceite esencial de naranja,
retenido por las cuatro formulaciones, durante el almacenamiento a dos
temperaturas: 25 °C (Figura 71a) y 37 °C (Figura 71b). En general se observa
gue hubo una pérdida gradual del aroma en el tiempo, siendo las formulaciones TMD
las que retuvieron mayores porcentajes de aroma. Ademas, se observaron pérdidas
mucho mayores a 37 °C, alcanzando valores inferiores al 55 % a los 9 meses de
almacenamiento. Con respecto al efecto de los almidones empleados como
emulsificantes, se presenté un comportamiento diferente para los dos azlcares
empleados. En presencia de sacarosa fue indistinto el almidén utilizado, mientras que

en presencia de trehalosa se observaron pérdidas mayores cuando se utiliz6 Capsul.
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Figura 71. Porcentaje de aceite esencial de naranja retenido en las distintas formulaciones
almacenadas a 25 °C (a) y 37 °C (b). Los promedios con distintas letras son
significativamente diferentes (p<0,05).

Descripciéon de los perfiles cromatogréaficos

Para realizar el estudio del efecto de los diferentes tratamientos se emplearon
los cinco componentes volatiles mayoritarios representativos del aroma de aceite
esencial de naranja.

El analisis del espacio cabeza de las diferentes formulaciones mostré que los
componentes volétiles encontrados en mayor proporcién fueron terpenos (a-pineno,
sabineno, mirceno, y limoneno) habiendo también n-octanol y heptanal. Todos los
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compuestos encontrados han sido extensamente reportados en la literatura como
caracteristicos de la naranja (Radford y col., 1974; Ahmed y col., 1978; Jordan y col.,
2001).

En la Tabla 17 se presenta la concentracién de los principales compuestos
volatiles hallados en el espacio de cabeza al cabo de los 15 dias de almacenamiento
a 11 %HR a 25 °C (tiempo cero). El volatil mayoritario encontrado en el aceite de
naranja fue el limoneno y se observaron diferencias significativas en la retencion
entre las distintas formulaciones: TMDcapsui > TMDyi cap > SMDui cap > SMDcapsui. El
resto de los volatiles se encontraron en menor proporcién y en cantidades similares

en los distintos polvos.

Tabla 17. Concentraciones de los componentes volatiles del aceite esencial de naranja
encapsulado en diferentes formulaciones obtenidas por SPME-CG a tiempo cero.

L. Concentracion (ppm)
Componentes volatiles

™ DCapsul ™ DHi Cap SM DCapsul SM DHi Cap

Alcoholes

n-octanol 0,17 +0,01* 0,10 +0,01* 0,36 + 0,00? 0,19 + 0,01°
Aldehidos

Heptanal nd 0,20 + 0,023% nd nd
Terpenos

a-pineno 0,50 + 0,02* 0,37 £0,03* 0,49 + 0,04? 0,51 + 0,03?

Sabineno 0,23 +0,02*° 0,19 +0,02* 0,33 + 0,04? 0,30 + 0,02°

Mirceno 3,62 +0,36° 2,42 +0,02*° 3,93 + 0,02? 3,26 + 0,03%

Limoneno 300,09 + 9,00° 313,94 + 8,15° 288,36 + 9,00° 294,08 + 13,01" ©

Los promedios con distintas letras son significativamente diferentes (p[0,05).
nd: no detectado

En las figuras 72 y 73 se presenta la concentracion de los componentes
volatiles del aceite esencial de naranja encapsulado en las cuatro matrices: TMDcapsu Y
TMDy cap (Figura 72); SMDcapsu Y SMDyi cop (Figura 73), almacenadas a dos
temperaturas 25 °C (lineas continuas) y 37 °C (lineas punteadas). Los volatiles se

agruparon de acuerdo a los niveles de retencién en tres grupos (baja, media y alta
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concentracion). En todos los casos se produjo una disminucién de la concentracion
de todos los voléatiles en el almacenamiento, y en general las pérdidas fueron
mayores para las muestras almacenadas a 37 °C. Ademas, se observaron efectos
especificos debidos al tipo de matriz empleada.

A fin de simplificar el andlisis de los resultados y teniendo en cuenta las

diferencias entre los componentes volatiles, se armaron grupos de componentes de

acuerdo con su estructura quimica.
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Figura 72. Concentracién de los componentes volatiles del aceite esencial de naranja en las
formulaciones: TMDcapsu (8, CYy €), TMDyicqp (b, d y f) almacenadas a dos temperaturas 25
°C (lineas continuas) y 37 °C (lineas punteadas). Los promedios con distintas letras son
significativamente diferentes (p<0,05).
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Figura 73. Concentracién de los componentes volatiles del aceite esencial de naranja en las
formulaciones: SMDcapsui (&, CY €), SMDyicqp (b, d y f) almacenadas a dos temperaturas 25 °C
(lineas continuas) y 37 °C (lineas punteadas). Los promedios con distintas letras son

significativamente diferentes (p<0,05).

Alcoholes

Este grupo esta constituido por el n-octanol. Este compuesto solo se retuvo en

la formulacion TMDcappsu @ 25 °C hasta los 3 meses (no presentando diferencia

significativa con los valores iniciales). En el resto de los casos analizados, el n-octanol

no fue detectable. Este hecho podria deberse a su elevada volatilidad, lo que

conlleva la pérdida del mismo durante el almacenamiento. Estos resultados
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concuerdan con los presentados por Coggins y col. (1969), en un estudio de
volatiles en aceite de naranja realizado durante 38 semanas, donde detectaron que
el contenido en n-octanol disminuia durante la experiencia. Asi mismo son
coincidentes con lo publicado por Nisperos-Carriedo y Shaw en 1990, quienes al
comparar los componentes volatiles del jugo fresco y pasteurizado de naranja,

detectaron cantidades muy bajas de octanol, en el orden de trazas.

Aldehidos

Este grupo esta constituido por el heptanal. Este compuesto solo se presenté
en la formulacion TMDyi cap Y SU concentracion disminuyé significativamente en el
tiempo a ambas temperaturas, siendo indetectable desde los 6 meses de
almacenamiento. El heptanal contribuye de manera importante al aroma del aceite
esencial de naranja y es considerado como uno de los estdndares de identidad en el
aceite esencial de naranja (Arctander, 1969; Boelens y Gemert, 1987; Shaw, 1991).
Segun estos autores una disminucion en la concentracion significa una pérdida

importante en la calidad del aroma.

Terpenos

Este grupo esta constituido por limoneno, mirceno, a-pineno y sabineno. Los
hidrocarburos terpénicos son componentes de naturaleza apolar y volatilidad media.
Estos componentes han sido considerados por Shaw (1991) como importantes
contribuyentes al aroma del zumo de naranja. Ademas, en la cascara de naranja los
componentes mayoritarios 0 mas importantes son de naturaleza terpénica (en su

mayoria monoterpenos). EI componente mas abundante por un largo margen es el
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limoneno, y su concentracién oscila entre 79 y 83 % del total de volatiles (lkeda y
col., 1962).

En el presente trabajo el limoneno es el componente mayoritario, teniendo
una concentracién inicial cercana a los 300 ppm en todos los casos analizados.
Teniendo en cuenta las diferentes formulaciones se observd que las que contenian
trehalosa mostraron niveles mas elevados de retencion que las que contenian
sacarosa. Ademas, la formulacion TMDy; cap pudo retener mayor concentracion de
limoneno en el tiempo que el resto de las formulaciones analizadas, no
observandose diferencias significativas entre las dos temperaturas estudiadas hasta
los 6 meses.

El mirceno también ha sido considerado como un componente habitual de la
naranja. Selli y col. (2002) lo han detectado como el segundo componente mas
abundante en la cascara de naranja. En el caso de este compuesto, la disminucién
en el almacenamiento fue muy notable para todas las formulaciones, perdiéndose
casi por completo al cabo de los 9 meses de almacenamiento a 37 °C. Ademas, el
comportamiento de retenciéon en el almacenamiento fue muy particular. Para las
formulaciones TMD, el tipo de almidén empleado fue muy importante desde el punto
de vista de la concentracion inicial presente en los polvos, en presencia de Capsul
esta concentraciéon fue muy baja en comparacion a la observada en presencia de Hi
Cap (Figura 72c y d). Por el contrario, en las formulaciones SMD se vio una mayor
concentracion inicial de mirceno en presencia de Capsul.

En relacion al o-pineno y al sabineno, estos componentes también se han
caracterizado por su contribucién al aroma del aceite esencial aportando notas de
pino y aroma especiado respectivamente (Arctander, 1969; Mazid y col., 2011). En el

caso de estos compuestos, la pérdida fue notable al cabo de los tres meses de

182



Resultados del capitulo 11

almacenamiento para todas las formulaciones. Con respecto al sabineno, para las
formulaciones TMD, el tipo de almidén empleado influy6 en la retencién, en
presencia de Hi Cap se perdié por completo luego de los 6 meses de almacenamiento
(Figura 72e). Por el contrario, en las formulaciones SMD se vio una mayor

concentracion de sabineno en presencia de Hi Cap.

1V.2.2.4.2 Evaluacion sensorial

. Evaluacion discriminativa (Sorting task)
En la Figura 74 se presenta el andlisis multivariado de escalamiento
multidimensional de la prueba de agrupamiento que permite examinar la relacion

entre los atributos definidos por los asesores (Tabla 13) y las formulaciones (Tabla

14).
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Figura 74. Andlisis multivariado de escalamiento multidimensional, para las formulaciones
conteniendo SMD (a) y TMD (b).

Las formulaciones conteniendo SMD (Figura 74a) estan claramente agrupadas

y pudo observarse que las muestras a tiempo cero (M3 y M4) se percibieron
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diferentes del resto. En el caso de las formulaciones conteniendo TMD (Figura 74b),
ocurrio lo mismo con una de las muestras a tiempo cero (M1), pero M2 se ubico
dentro de un grupo con muestras correspondientes a distintos tiempos de
almacenamiento. Esto puede deberse a que las muestras se percibieron en forma
similar o a que el panel no distinguié pequefias diferencias entre las muestras

almacenadas a distinto tiempos.

A partir del agrupamiento de las muestras (Figura 74) se seleccionaron las
muestras que se percibian en forma diferente, teniendo en cuenta ademas, que
hubiera formulaciones representativas de todas las condiciones estudiadas. Las
muestras de nueve meses no se incluyeron porque se observé que no presentaban
diferencias respecto a las almacenadas durante seis meses, como se detalla méas
adelante.

La seleccion se realiz6 teniendo en cuenta los siguientes criterios:

* Las muestras M12 y M20 (Figura 74a) correspondientes a formulaciones

conteniendo SMDy; ¢ almacenadas a 37 °C durante 3 y 6 meses
respectivamente, practicamente fueron percibidas como muestras iguales,

por lo tanto, solo se llevé al perfil M20.

* Por otro lado, el grupo M7, M11, M15, M23 (Figura 74a) (formulaciones
conteniendo  SMDcappsui  @lmacenadas durante 3, 6 y 9 meses,
respectivamente) presentd caracteristicas similares, por lo que se decidié no
llevar al perfil a M7 y considerar las condiciones mas avanzadas de
almacenamiento. Asimismo, se observa que a los 9 meses no hay mucha
diferencia con las muestras almacenadas a 6 meses (M15 similar a M23; M19

similar a M27) por este motivo se decidi6 no evaluar las muestras
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almacenadas durante 9 meses. Lo mismo se observo con M9, M17 y M25
(Figura 74b) (formulaciones conteniendo TMDcasu @lmacenada a 37°C
durante 3, 6 y 9 meses, respectivamente), en relacion a los 9 meses de

almacenamiento.

= Ademas, se descartaron M5 y M6 (Figura 74b) (TMDcapsu Y TMDyi cap

respectivamente almacenadas durante 3 meses a 25 °C), porque se

percibieron muy parecido a M2 que es una muestra perteneciente a la
condicion inicial.

Con el fin de realizar el perfil descriptivo con aquellas formulaciones que

presentaban las mayores diferencias entre si, se seleccionaron las siguientes

muestras: M1, M2, M3, M4, M8, M9, M10, M11, M13, M14, M15, M16, M17, M18,

M19 y M20.

=  Perfil aroméatico descriptivo

El Analisis de Componentes Principales del perfil aromatico descriptivo se
muestra en la Figura 75. Los dos primeros componentes explicaron el 71,7% de la
variacion total entre las muestras. El Componente Principal 1 (CPl) est4 explicado
fundamentalmente por los atributos: pungente, vitamina C y naranja verde, hacia el
lado derecho; y por céscara y limon hacia el lado izquierdo. CP2 esta explicado
principalmente por los descriptores frutado, naranja en polvo y naranja fresca.

Como puede observarse las formulaciones conteniendo sacarosa (SMD) se
agruparon en los dos cuadrantes del lado derecho, mientras que las de trehalosa

(TMD) lo hicieron sobre los dos cuadrantes del lado izquierdo. Esto esta indicando
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gue las muestras encapsuladas en estos dos tipos de formulaciones presentaron un
perfil aromatico diferente.

Las formulaciones conteniendo SMD retuvieron esencialmente naranja verde y
vitamina C, determinando una alta sensacion de pungencia (especialmente la M3)
gue luego va disminuyendo durante el almacenamiento, cambiando el perfil
aromatico hacia aromas de naranja madura. Las formulaciones conteniendo TMD
retuvieron principalmente los aromas relacionados con limon, cascara y jugo en
polvo, observandose también una disminucion en la intensidad de estos atributos
durante el almacenamiento.

El andlisis de conglomerados (clusters) determiné la agrupacion de las muestras
en cuatro grupos (representados en la Figura 75 mediante elipses).

Las muestras M3 y M4 (tiempo cero) se agruparon con M8 (3 meses a 25 °C),
insinuando que la formulacion SMDy; cap tuvo una proteccion ligeramente superior en
comparacion con las formulaciones SMDcapsy €N estos tres primeros meses de
almacenamiento a 25 °C debido a que no se diferencia de la condicion inicial. El
segundo grupo incluyé las muestras M11, M15, M16, M19 y M20 (formulaciones
conteniendo SMD), donde se observa como ya se menciond una disminucion en la
intensidad de los atributos presentados por las muestras a tiempo cero. El tercer
grupo, integrado por M14, M17 y M18, demostr6 que las tres formulaciones
conteniendo TMD almacenadas durante 6 meses, fueron descriptas principalmente
con el descriptor jugo en polvo. El cuarto grupo incluy6 las muestras M1, M2, M9,
M10 y M13 que corresponden a tiempo cero y almacenamientos de 3 meses a 37 °C
y 6 meses a 25 °C, indicando que se percibieron en forma similar a la condicion

inicial siendo los atributos limén y cascara los que predominaron. Teniendo en cuenta
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que estos descriptores estan muy relacionados (ya que la cascara de naranja
contiene un alto contenido de limoneno, aroma caracteristico de la naranja y el
limén), las formulaciones conteniendo trehalosa podrian almacenarse un tiempo

prolongado sin que se altere la percepcion del perfil de aroma.

IV.2.2.4.3 Comparacion de datos cromatograficos y sensoriales

La relacion entre los compuestos voléatiles determinados por SPME-GC-MS y los
atributos sensoriales se estudio a través de una regresion de cuadrados minimos
parciales (Partial Least Square Regression - PLS) la cual se muestra en la Figura 76.
Los primeros dos factores explicaron el 71,7 % de la varianza entre los atributos
sensoriales (X) y los compuestos identificados por cromatografia ().

Se observé una alta correlacion entre el atributo sensorial naranja fresca y el
compuesto quimico oa-pineno. El a-pineno estad presente en el aceite esencial de
cascara de naranja fresca, el aporte de este compuesto se debe a que los citricos
suelen producir terpenos defensivos que luego le proporcionan al aceite esencial
respectivo notas de pino y un toque de frescura (Mazid y col.,, 2011). Las
formulaciones conteniendo sacarosa estan representadas principalmente por pineno.

Por otro lado se correlacionaron los atributos naranja madura, mermelada de
naranja y mandarina con el descriptor mirceno. El mirceno segundo componente mas
abundante en la cascara de naranja, también estd presente en la composicién del
aceite esencial de mandarina (Jordan y col., 2001; Selli y col., 2002) y en la cafia de
azucar. Su olor se describe como citrico, dulce y afrutado. Las formulaciones

conteniendo sacarosa también estan representadas por mirceno.
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Se pudo ver una alta correlacion entre los atributos sensoriales cascara de
naranja y jugo en polvo con el compuesto quimico limoneno. La cascara de naranja
contiene un alto contenido de limoneno, aroma caracteristico de la naranja y el
limén. Las formulaciones conteniendo TMD retuvieron principalmente los aromas
relacionados con los atributos limén y cascara, observando que si bien disminuye la
intensidad de estos atributos durante el almacenamiento, esta diferencia no afecta
ya que conserva las caracteristicas originales durante el almacenamiento.

El heptanal contribuye de manera importante al aroma del aceite esencial de
naranja y es considerado como uno de los estandares de identidad en el aceite
esencial de naranja (Arctander, 1969; Boelens y Gemert, 1987; Shaw, 1991), tiene
un olor penetrante a fruta. Las formulaciones conteniendo trehalosa estuvieron

representadas por heptanal.
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Figura 75. Andlisis de Componentes Principales del perfil aromatico descriptivo (La identificacion de las muestras se presenta en la Tabla 14).
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Figura 76.

Regresion de cuadrados minimos parciales (Partial Least Square Regresion — PLS) entre los atributos del perfil aromatico (®) vy los
compuestos quimicos evaluados por cromatografia gaseosa ().
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1V.2.3 Resultados relevantes

Las emulsiones frescas conteniendo sacarosa y trehalosa presentaron
propiedades con leves diferencias entre si que en general se hicieron mas
parecidas en las ER. Este hecho indicaria que en principio ambos azlUcares
pueden ser empleados en el desarrollo de formulaciones para encapsular
aromas citricos.

Las formulaciones en ausencia de MD presentaron mayores tamafios de
gota y menor estabilidad indicando la importancia de la incorporacion de
polimeros en las matrices carrier empleadas para la encapsulacion.

El método empleado para la preparacion de las emulsiones influye en el
tamafo de gota obtenido y en la estabilidad. La agitacion a alta velocidad
conduce a la obtencién de gotas de mayor tamafio que la sonicacién como
se vio para las formulaciones conteniendo aceite esencial de naranja. En
este sentido la estabilidad de las emulsiones sonicadas fue mayor. Es
importante notar que las formulaciones conteniendo citral preparadas por
agitacion presentaron tamafios de gota pequefios y equivalentes a los
obtenidos por sonicacién en las formulaciones conteniendo aceite de
naranja. Esto se vio reflejado en emulsiones relativamente estables. Por lo
tanto el volatil encapsulado influye sobre las propiedades y la estabilidad
de las emulsiones.

Considerando la posibilidad de incorporar los aromas encapsulados en
jugos citricos deshidratados, se analiz6 la estabilidad de las emulsiones
luego de un dia de almacenamiento y se observd que solo se produjo un

cierto grado de floculacion. Este es un resultado prometedor en relacion
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con la aplicacion de estas formulaciones como ingredientes que se
incorporen a jugos citricos deshidratados.

Las formulaciones en polvo conteniendo citral encapsulado no presentaron
diferencias significativas en cuanto a la retencion del aroma ni a la
percepcion sensorial. Este hecho indicaria que en principio la composicién
de la formulacién permitiria su uso en forma indistinta. Sin embargo al
analizar las propiedades fisicas de los polvos se advierte que las
formulaciones conteniendo trehalosa serian mas adecuadas para el
almacenamiento.

Las formulaciones en polvo conteniendo aceite de naranja encapsulado
presentaron diferencias en la retencion del volatil que dependieron de la
composicién. En general se observdé mayor retencion en las formulaciones
con trehalosa en comparacion con las de sacarosa. Ademas se obtuvieron
perfiles diferentes de acuerdo al azlUcar empleado, indicando que se
podrian desarrollar dos tipos de aromas de naranja de acuerdo a distintas
preferencias de los consumidores. Un aspecto a destacar es que las
formulaciones conteniendo trehalosa conservaron las caracteristicas

aromaticas originales en el almacenamiento.
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Conclusiones

En cuanto a la retencidon de voléatiles:

= En este trabajo se observaron diferencias entre los distintos volatiles
analizados. En el caso de etanol y de aceite esencial de naranja la
retencion fue mayor para las formulaciones conteniendo trehalosa que
para aquellas conteniendo sacarosa. En cambio, en el caso de citral las
retenciones fueron similares para ambos azlcares. Estos resultados
indicarian que los volatiles encapsulados no se retienen de manera
equivalente en las diferentes formulaciones, mostrando que no se puede
generalizar el comportamiento de una dada formulacién empleada para la
encapsulacion de volatiles.

. En el caso de la encapsulacion de aceite esencial de naranja, el perfil
sensorial obtenido fue muy diferente para las formulaciones conteniendo
sacarosa o trehalosa. Estos resultados coincidieron con la obtencion de
perfiles cromatogréaficos diferentes, mostrando la retencién diferencial de
distintos componentes aroméaticos para las distintas formulaciones. Este
hecho indicaria la importancia del azucar seleccionado para el desarrollo
de aromas encapsulados y la posibilidad de disefiar aromas en polvo
diferentes a partir de un mismo aroma original.

= En el caso de la encapsulacion de etanol se observo que la formulacién de
maltodextrina tuvo menor retencion del volatil que las mezclas con
azlucares. En sistemas complejos, formados por azlcares y polisacaridos,
los azlUicares de bajo peso molecular podrian ubicarse en los huecos a nivel
molecular de las largas cadenas de polimeros entrelazadas y por lo tanto

disminuir la liberaciéon de los compuestos volatiles. Ademas los azlcares
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podrian tener mas interacciones a nivel molecular con el etanol y evitar

gue difunda dentro de la matriz polimérica.

En cuanto a la preparacién de los aromas encapsulados:

» El método empleado para la preparacién de las emulsiones influye en las
caracteristicas de la emulsion obtenida y en su estabilidad. Sin embargo,
estas propiedades dependen del volatil a encapsular. En el caso de citral,
se generaron emulsiones empleando agitacion a alta velocidad, y se
obtuvieron tamafios de gota reducidos y una buena estabilidad. Por el
contrario, en el caso del aceite esencial de naranja, el método de agitaciéon
no fue adecuado, por lo tanto se emple6 el método de sonicacion, con el

cual se obtuvieron muy buenos resultados.

En cuanto a las propiedades fisicas de los polvos:

= En este trabajo se observdé que la presencia de maltodextrina permitid
obtener formulaciones en polvo con mejores propiedades fisicas
(particularmente valores de Ty mas elevados) para poder realizar el
almacenamiento de los polvos en condiciones mas amplias de humedad y
temperatura que en el caso de formulaciones conteniendo solo azlcares.

= Las formulaciones conteniendo trehalosa presentaron valores mas
elevados de T4 que aquellas conteniendo sacarosa, corroborando que en
presencia de trehalosa se pueden realizar almacenamientos en condiciones

mas desfavorables sin alterar las caracteristicas fisicas de los polvos
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= Las formulaciones en polvo conteniendo aceite de naranja mostraron
propiedades fisicas (sorciobn de agua, transiciones vitreas y movilidad
molecular) diferentes a las observadas con citral y etanol. Estos resultados
indican la importancia de analizar las propiedades fisicas en las
formulaciones completas conteniendo el aroma, para la seleccion

adecuada de las condiciones de almacenamiento.

En general, se logr6 obtener formulaciones constituidas por mezclas de
azlUcares y maltodextrina, conteniendo aromas citricos encapsulados, que mostraron
altos niveles de retencion de los aromas y buena estabilidad al reconstituir los
polvos. Estos son resultados prometedores con respecto a la incorporacion de estas

formulaciones a jugos citricos deshidratados.
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