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RESUMEN:

La industria de bebidas en México, experimenta una creciente demanda de nuevos productos con propiedades
funcionales. El objetivo de este trabajo fue desarrollar una nanoemulsion multiple wi/o/w, con propiedades
antioxidantes otorgadas por el a-Tocoferol y los aceites esenciales de toronja y limon e incorporarla a una
bebida natural a base de frutas e incorporacion de una fibra soluble. En este caso inulina destaca por sus
propiedades prebidticas. Se lograron obtener nanoemulsiones estables debido a la adicién de una proteina en
la fase acuosa externa, ya que se disminuye el tamafio de particula que contribuyd a mejorar la estabilidad de
la nanoemulsién doble esto concuerda con los valores obtenidos de tasa de coalescencia, mayores a 1x10°, asf
mismo las nanoemulsidn presentd alta actividad antioxidante. La densidad y el pH no variaron respecto al
tiempo. Se logré la estabilidad de la nanoemulsién en la bebida, gracias a que la densidad fue muy cercana a
la del agua. Los resultados obtenidos sugieren que es factible la adicion de nanoemulsiones para incorporarse
en bebidas con antioxidantes encapsulados, contribuyendo en el sabor y aroma en bebidas, usando aceites
esenciales.
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ABSTRACT:

The beverage industry in the country is experiencing an increasing demand for new products with functional
properties. The objective of this work was to develop a multiple wl / o / w2 nanoemulsion with antioxidant
properties conferred by a-Tocopherol and essential oils of grapefruit and lemon and incorporate it into a
natural fruit-based beverage in addition to the incorporation of a soluble fiber, in this case inulin, which stands
out for its prebiotic properties. It was possible to obtain stable nanoemulsions due to the addition of a protein
in the external aqueous phase, as the particle size is decreased, which contributed to improve the stability of
the double nanoemulsion, this agrees with the obtained values of coalescence rate, greater than 1x10-6, also
the nanoemulsions showed a high antioxidant activity. The density and pH did not change with respect to
time. The stability of the nanoemulsion in the beverage was obtained, since the obtained density and the water
are similar. Due to the results obtained it could be said that it is feasible to make nanoemulsions and
incorporate them into beverages with encapsulated antioxidants, which could also provide flavour and aroma
to the drinks, using essential oils.
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INTRODUCCION

Hoy en dia la industria de bebidas en México, experimentan una creciente demanda de nuevos
productos conforme la tendencia del consumidor hacia estilos de vida mas saludables y orientados
al bienestar de la salud. Las bebidas funcionales, son productos que contienen en su formulacion
uno o mas ingredientes con la propiedad de mejorar el estado de salud y reducir el riesgo de
enfermedades (Arai, 2000).

Las macroemulsiones (o simplemente emulsiones) son dispersiones liquido-liquido, con tamafios de
gota tipico entre 1-100um (que puede extenderse en casos especiales por debajo de 0.5um o por
encima de 500um). En este intervalo, las gotas son por lo general suficientemente grandes como
para asentarse por efecto de la gravedad, siempre que la densidad sea similar a la fase acuosa. Las
nanoemulsiones (Nakajima, 1993) son sistemas de dos fases en los cuales el tamafio de gota es
extremadamente pequefio, entre 50-500 nm.

La estabilidad de una emulsion en una bebida se mide por la velocidad en la que se presenta el
cremado, generalmente es dependiente de la viscosidad y densidad de la fase acuosa (Taherian,
Fustier & Ramaswamy, 2007). De acuerdo con la ley de Stokes un método para incrementar la
estabilidad de una emulsion en una bebida es disminuyendo el tamafio de las gota de la emulsion, ya
gue, cuanto mas grande sean los globulos, mayor sera el cremado, de acuerdo a esto se prepard una
nanoemulsion, la cual fue incorporarla en la bebida. La encapsulacion de a-tocoferol en
nanoparticulas y su posterior incorporacion en una bebida podria aumentar su bioaccesibilidad y
biodisponibilidad; pues se ha descrito que las nanoemulsiones favorecen la absorcion e
incorporaciéon de compuestos liposolubles en nuestro organismo. El objetivo de este trabajo fue
desarrollar una nanoemulsion maltiple wi/o/w, con propiedades antioxidantes otorgadas por el a-
Tocoferol y los aceites esenciales de toronja y limén e incorporarla a una bebida natural a base de
frutas ademas de la incorporacién de una fibra soluble, en este caso inulina la cual destaca por sus
propiedades prebidticas.

MATERIALES Y METODOS
Desarrollo de la nanoemulsién

Se formulé una nanoemulsion O/W de 60% fase oleosa utilizando Span 80 como emulsificante,
aceite de canola, aceite esencial de limdn y toronja en concentraciones de 0.5, 1y 1.5% y 2% de a-
tocoferol. Claves: C= Nanoemulsidn sin aceites esencial, T-0.5= Nanoemulsion con 0.5 % de aceite
esencial de toronja, T-1= Nanoemulsion con 1 % de aceite esencial de toronja, T-1.5=
Nanoemulsién con 1.5 % de aceite esencial de toronja, L-0.5= Nanoemulsion con 0.5 % de aceite
esencial de limon, L-1= Nanoemulsién con 1 % de aceite esencial de limén, L-1.5= Nanoemulsion
con 1.5 % de aceite esencial de limén.

La fase acuosa constituyo el 40% de la emulsion. Se agregd la fase acuosa a la fase oleosa
previamente mezclada en un Homogeneizador (OMNI GLH850) a 5000 rpm por 5 minutos. Se
colocé la emulsion obtenida en el paso anterior en el ultrasonido (OMNI-INC Sonic ruptor 250) a
una potencia de 70 W por 3 minutos sobre un bafio de hielo. Para obtener la nanoemulsion multiple
wi/o/w; se elaboré la fase acuosa externa utilizando Tween 80 como emulsificante con 0.5, 0.8 y
1%) de WPC (La proteina se mezcld en agitacion magnética hasta dispersar completamente en el
agua, posteriormente se ajustd su pH a 7. En agitacion magnética se incorpor6 el Tween 80. Se
agrego esta fase acuosa (W2) 25% de la nanoemulsion primaria y se homogeneizo a 3000 rpm por 5
minutos. La emulsion obtenida en el paso anterior fue sonicada en el ultrasonido a una potencia de
70 W por 3 minutos, sobre un bafio de hielo.
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Tamafio de particula

La estabilidad de la nanoemulsion, se determind por distribucion de tamafio de particula de las
nanoemulsiones. El valor calculado directamente el en equipo, fue el diametro promedio superficial
[D 3,2] con el equipo Malvern Mastersizer 3000 y se calculd la tasa de coalescencia.

Micrografia

Se realizd fotografia en un microscopio Leica ICC50 utilizando el objetivo de 100x, de las
nanoemulsiones, en una dilucion 1:100 (emulsidn: agua).

Extraccion de la fase oleosa de las nanoemulsiones

En tubos de centrifuga Falcon, se pesaron 2 g de nanoemulsién y se agregaron 3 mL de una
solucion de NaCl-Metanol. Las diluciones contenidas en los tubos se colocaron en un vortex
(Labnet) por 10 minutos, y después en un ultrasonido por 10 minutos a una potencia de 70 Hz.
Seguido, se agregaron 16 mL de Hexano: Acetona (1:1) y se centrifugaron (Spectrafuge 6C) a
10,000 rpm por 30 minutos. Se recuperd la fase de hexano en la cual se encontraban los
antioxidantes liposolubles. El extracto orgéanico fue usado para cuantificar la actividad antioxidante.

Actividad antioxidante

Se prepard la solucién estandar del radical ABTSe* (Sigma-Aldrich). Se pes6 0.034 g del radical y
fue diluido con 10 mL de agua. Se pes6 0.0066 g de Persulfato de Potasio (Sigma-Aldrich) con 10
mL de agua destilada, se mezclaron las dos soluciones y se dejaron reposar a temperatura ambiente
16 horas, después de ese tiempo, la solucion estandar fue diluida 3:100 (ABTS: etanol absoluto),
hasta obtener una absorbancia ajustada de 0.700 + 0.05 a una A = 730 nm (Genesys 5, Spectronic,
Rochester, N.Y., EUA). La cuantificacion colorimétrica fue determinada usando 200 pl de muestra,
etanol absoluto y radical ABTS+*. La mezcla reactiva se mantuvo durante 7 minutos y se midio el
cambio de color en las muestras (absorbancia).

Estabilidad Fisica

Se evalu6 el pH durante 4 semanas de las nanoemulsiones multiples con distintas concentraciones
de aceite, con un potenciémetro (Hanna Instruments® modelo pH211). También se determiné la
densidad con un picnémetro.

Elaboracién de la bebida

Por ultimo se elaboraron las bebidas de frutas adicionadas con inulina, una de la bebidas contenia
pepino (Cucumis sativus), limén (Citrus x limén) y Jengibre (Zingiber officinale) a la cual se le
afiadio aceite esencial de limon destilado mexicano por medio de la nanoemulsion mdltiple, la otra
bebida contenia toronja (Citrus x paradisi) y frambuesa (Rubus idaeus) y se le afiadié aceite
esencial de toronja rosa. Dicha nanoemulsion mdltiple con aceites esenciales se incorpord a las
bebidas en un 1.5% en por medio de un Homogenizador a 3000 rpm por 3 minutos. Se monitoreo
durante un mes. Verificando separacion de la emulsion en la bebida.

Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza utilizando el paquete estadistico SPSS Statistics
22, con un nivel de confianza del 95%, para identificar las diferencias significativas entre las
medias individuales.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Tamafio de particula wi/o/w;

Se lograron obtener nanoemulsiones estables debido a la adicion de una proteina en la fase acuosa
externa, ya que se disminuye el tamafio de gota, lo cual contribuy6 a mejorar la estabilidad de la
nanoemulsion doble (Garti y Lutz, 2004). EI método de homogenizacion por ultrasonido redujo el
tamafo de gota caracteristico de una nanoemulsién. Se evaluaron distintas concentraciones de WPC
en la fase acuosa externa, donde el tamafio de particula D32 no vario significativamente (Tabla 1),
sin embargo, en las fotografias tomadas al microscopio de estas nanoemulsiones, a las dos semanas
se observd mayor floculacién en la nanoemulsiones con mayor contenido de proteina (Figura 1),
esto debido a que al afiadir mayor cantidad de biopolimeros a la fase acuosa externa, la floculacién
suele ser mayor (McClements, 2005).

Tabla I. Tamafio de particula (nm) D32 de las nanoemulsiones con distintas concentraciones de WPC en la
fase acuosa externa (WPC=Whey Protein Concentrate (Proteina de suero de leche)).

%WPC D (3,2) nm

0.5 94.7+0.002%
0.8 90.9+0.003%
1 93.0+0.002%

Los valores obtenidos son promedios de tres repeticiones con sus respectivas desviaciones estandar. Valores
con diferente letra de superindice difieren estadisticamente (p<0.05).

1 o @O@T s

S

T 05% A - 0:
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Figura 1. Micrografia de las nanoemulsiones (w1/o/w-) con distintas
concentraciones de WPC en la fase acuosa externa (w.).

Coalescencia

De acuerdo con los resultados obtenidos, respecto a la tasa de coalescencia de las formulaciones con
distintas concentraciones de aceite esencial, puede decirse que son estables, debido a que como
menciona (Sherman, 1968); una tasa de coalescencia menor a 1x10° se considera inestable. Pero, se
obtuvieron valores mas altos, es decir, mayores a 1x10®° Aunque, podria decirse que la
concentracion de aceite esencial tanto de toronja rosa y limoén destilado mexicano al 1.5% dan lugar
a una nanoemulsion mas estable respecto a las demas (Tabla I1).
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Tabla I1. Tasa de coalescencia (D 3,2) de las formulaciones de nanoemulsiones con distintas concentraciones
de aceites esenciales.

Nanoemulsion Tasa de Coalescencia

C 8.00x10%a

T-0.5 1.00x10%p

T-1 2.00x10%c

T-1.5 8.00x10°7d

L-0.5 1.00x10%¢

L-1 2.00x107%¢f

L-1.5 3.00x10%g

Valores con diferente letra de superindice difieren estadisticamente (p<0.05).

Caracteristicas organolépticas

Como era de esperarse, al afiadir mayor porcentaje de aceite esencial a las fases oleosas de las
nanoemulsiones, mejoré las caracteristicas organolépticas, es decir, incrementd el sabor y el aroma
de toronja rosa y limon destilado mexicano, respectivamente (Figura 2). La nanoemulsién que
presento las caracteristicas organolépticas méas aceptables fue la de 1.5% de los respectivos aceites
esenciales.

Caracteristicas organolepticas

B Olor ESabor

4
3
2
al |
: O
T-0.5 T-1 T-15 L-0.5 L-1 L-1.5
% de aceite esencial

Intensidad

Figura 2. Caracteristicas organolépticas de las emulsiones con distintas concentraciones de aceite esencial
(L=Lim6n destilado mexicano, T=Toronja rosa).

Actividad antioxidante

Las nanoemulsiones maltiples elaboradas sin aceites esenciales, es decir, solamente con a-tocoferol
presentaron buena actividad antioxidante (Tabla IlI), pero, el uso de aceites esenciales dicha
actividad aumento, destacando la nanoemulsion con aceite esencial de toronja.
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Tabla I11. Resultados de la actividad antioxidante (umol eq. Trolox/g de muestra).

Nanoemulsién (Aceite esencial) pmol eq. Trolox/g de
muestra
wa/o/w; (0%) 21,126+0.003
w1/0/w; (1.5% toronja rosa) 41,689+0.004
wi/0/w; (1.5% limon destilado Mexicano) 32,870+0.004

Los valores dados son promedios de tres repeticiones con sus desviaciones estandar.

Como se sabe, la capacidad antioxidante de un alimento proviene de la accién sinérgica combinada
de una mezcla de compuestos, incluyendo compuestos fendlicos, carotenoides, vitaminas C y E,
entre otros. Se sabe que los aceites esenciales obtenidos a partir de citricos poseen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas (Misharina & Samusenko, 2008), Pero, el aceite esencial de toronja
suele presentar mayor capacidad antioxidante (Del Vitto et al., 1998), debido a esto se obtuvo
mayor contenido de pmoles eq. de trolox, en la nanoemulsién con aceite esencial de toronja.

Estabilidad fisica
1. Efecto de pH

El pH es un factor importante en sistemas que contengan proteina debido a que cuando se alcanza el
punto isoeléctrico las proteinas precipitan. En este caso el pH isoeléctrico de las proteinas del suero
(wpc) es de aproximadamente 5,3, las proteinas del suero se cargan negativamente a pH 7,0, debido
a esto se modificé el pH de la fase acuosa externa a 7, en la Figura 3 se puede observar que el pH se
mantuvo muy cercano a 7 durante 21 dias de almacenamiento de la nanoemulsiones multiples, esto
podria ser una justificacion a que se mantuvieran estables (Hwang et al., 2017). A si mismo cabe
mencionar que no se presentaron diferencias significativas respecto durante el almacenamiento de
muestras, sin embargo si existio diferencia significativa entre el pH de cada nanoemulsién, debido a
que las formulaciones tenian distinta concentracién de aceite esencial.
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05 675
1 6.76¢

uis 6794

Dla 14 Dlazi Dt 1 Dl 7
6.100 667 o 667 680
684° 657 s 6.70° 6.78°
6.85¢ 672¢ L 6.35° 664
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D2t
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6.72¢
6.82¢
6624

Concentracién de aceite esencial de toronja rosa Concentracion de aceite esencial de limén destilado mexicano

0 0301 mL3 0 0571 ms5

Figura 3. Gréficos del pH de nanoemulsiones (wi/o/w;) con aceite esencial de toronja rosa y limén destilado
mexicano durante cuatro semanas. Valores con diferente letra de superindice difieren estadisticamente (p<0.05).
2. Densidad

De acuerdo a los valores de densidad obtenidos (Figura 4), no se presentaron diferencias
significativas en las nanoemulsiones realizadas con distintas concentraciones de aceite esencial, ni
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respecto al tiempo de almacenamiento, la densidad se mantuvo muy cercana a 1, por lo tanto es
muy similar a todo el sistema. Esto ayudd a que la nanoemulsion no se separara de las bebidas
realizadas (Figura 5).
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Figura 4. Gréficos de la densidad (p) (g/cm®) de nanoemulsiones (wi/o/w,) con aceite esencial de
toronja rosa y limon destilado mexicano durante cuatro semanas. Valores con diferente letra de superindice
difieren estadisticamente (p<0.05).

Estabilidad de la nanoemulsion en las bebidas

La estabilidad de una emulsién que es incorporada en una bebida esta en funcion de la ley de
Stokes. Explica la fuerza de friccion experimentada por objetos esféricos moviéndose en el seno de
un fluido viscoso en un régimen laminar de bajos nimeros de Reynolds, es decir, representa la
velocidad con la cual una emulsién va presentar sedimentacion o cremado en un fluido, en este caso
una bebida (McClements, 2015). Como los aceites son normalmente mas ligeros que el agua, la
naturaleza de estas gotitas debe ser tal que no flotan en la parte superior de la bebida. Si a las
formulaciones para adicionarse en bebidas, se afiaden aceites esenciales puros, estos tenderén a
separarse del cuerpo de la bebida en forma de gotitas de aceite, lo cual se conoce como “anillo” en
el cuello de la botella, es decir, se producira el fenébmeno de cremado por parte del aceite esencial.
No s6lo se consideraria un defecto visual, sino también, y mas importante alin, muy probablemente
no se disperse homogéneamente en la bebida y esto afecte el sabor y aroma. El uso de aceites
esenciales incorporados en una emulsion resuelve este problema, ya que una emulsion de sabor
mantiene los aceites esenciales en suspension en la bebida. La diferencia es que dicha emulsion
contribuye ahora al sabor del producto. Sin embargo el problema basico de una emulsion es que
debe ser estable en la bebida final y no romper las fases de ninguna manera. Efecto que fue
obtenido debido al tamafio de particula de la nanoemulsiéon (McClements, 2015).
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Figura 5. Bebidas de pepino-jengibre-limén con nanoemulsion de
aceite esencial de limén y toronja-frambuesa con aceite esencial
de toronja.

CONCLUSIONES

Las nanoemulsiones formuladas fueron estables durante el almacenamiento. La
incorporacion de aceites esenciales e incorporacion de diversos antioxidantes propios del
aceite esencial se mantuvo estable. Las nanoemulsiones son un vehiculo para desarrollar
alimentos funcionales, manteniendo las propiedades de sabor, y aroma. Las formulaciones
desarrolladas pueden ser una fuente de antioxidantes naturales para nifios y personas de
cualquier edad.
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