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RESUMEN

Las nanoemulsiones (Nes) son sistemas con una amplia gama de aplicaciones, como por
ejemplo en la formulacion de cosméticos, detergentes, adhesivos, revestimientos, pinturas,
productos farmacéuticos y algunos productos alimenticios. Los principios de formacion y
estabilidad de las nanoemulsiones han sido ampliamente estudiados en diversas
investigaciones. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la formacion, propiedades fisicas
y estabilidad de nanoemulsiones aceite en agua (O/W) a partir de aceite de naranja y almidon
modificado de malanga (Colocasia esculenta) (AMM) con anhidrido octenil succinico
(OSA). Primero se cuantifico el grado de sustitucion (GS) del AMM vy fue caracterizado por
microscopia electronica de barrido (MEB) y espectrometria infrarroja con transformadas de
fourier (FT-IR). Posteriormente las Nes fueron formuladas evaluando el tamafio de gota (TG)
por microscopia optica (MO) y su estabilidad durante el almacenamiento a 4 y 25 °C. Como
pardmetro de estabilidad se cuantifico el diametro medio de gota (DMG) y potencial Z (¢),
utilizando distintas concentraciones de AMM (97 y 214 pg/mL de aceite), tiempos (7 y 10
min) y potencias (40, 60 y 80 W/mL) de homogenizacion.

El AMM por 8 h present6 el GS més alto (0.025). El anélisis de MEB del AMM reveld que
los grupos de OSA actlan atacando la superficie del almidén generando pequefios poros y
grietas. El andlisis FT-IR indic6 una banda de absorcidn caracteristica de los grupos éster en
1735 cm™ para el AMM. La nanoemulsion (Ng) formulada con una concentracion de 214
mg/mL aceite y AMM, presentd mejor estabilidad durante su almacenamiento (30 dias). La
microscopia Optica mostré que tanto AMM como el almidon nativo se absorbieron en la
interfaz aceite-agua durante el proceso de elaboracion (ultrasonido). EI AMM genero un
tamafio de gota méas pequefio (0.0262 + 0.007 um) en la Ne. Las condiciones mas adecuadas
para la formulacion de la Ne elaborada por ultrasonido fueron: 10 min, 60 W potencia, una
relacién de AMM/aceite de 214 mg/mL. La temperatura de almacenamiento mas adecuada
fue de 4 °C. Debido a que las Ne presentaron mejor estabilidad y un DMG méas homogéneo
(178.6 £ 2.3 nm). Esto indica que el uso de aceite de naranja y AMM puede ser considerado
como un sistema modelo para la elaboracion de Ne estables o bien ser aplicado como sistema
emulsificador que sirva como vehiculos para el transporte y proteccion de compuestos

bioactivos de importancia alimenticia.
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SUMMARY

Nanoemulsions (Nes) are systems with a wide range of applications, such as in the
formulation of cosmetics, detergents, adhesives, coatings, paints, pharmaceuticals and some
food products. The principles of formation and stability of nanoemulsions have been widely
studied in various investigations. The aim of the present work was to evaluate the formation,
physical properties and stability of oil-in-water (O/W) nanoemulsions from orange oil and
modified malanga (Colocasia esculenta) starch (MMS) with Octenyl Succinic Anhydride
(OSA). First, the degree of substitution (DS) of the MMS was quantified and characterized
by scanning electron microscopy (SEM) and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR). Later the Nes were formulated by evaluating the size of droplet (SD) by optical
microscopy (MO) and their stability during storage at 4 and 25 °C. The mean diameter of
droplet (MDD) and Z potential () were quantified as a stability parameter-using different
concentrations of MMS (97 and 214 ug /mL of oil), times (7 and 10 min) and potencies (40,
60 and 80 W) of homogenization.

The MMS for 8 h presented the highest DS (0.025). The MEB analysis of the MMS revealed
that the OSA groups act by attacking the surface of the starch while generating small pores
and cracks. The FTIR analysis indicated an absorption band characteristic of the ester groups
at 1735 cm* for the MMS. The nanoemulsion (Ng) formulated with a concentration of 214
mg/mL oil and MMS presented better stability during storage (30 days). Optical microscopy
showed that both MMS and native starch were absorbed at the oil-water interface during the
manufacturing process of ultrasound. The MMS generated a smaller droplet size (0.0262 +
0.007 um) in the Ne. The most suitable conditions for the formulation of the Ne elaborated
by ultrasound were: 7 min, 60 W power and MMS/oil ratio of 214 mg/mL. The most suitable
storage temperature was 4 °C due to the Ne showing better stability and a more homogeneous
MDD (178.6 £ 2.3 nm). This indicates that the use of orange oil and MMS can be considered
as a model system for the production of stable Ne or be applied as an emulsifier system that
serves as vehicles for the transport and protection of bioactive compounds of nutritional

importance.
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INTRODUCCION

Las nanoemulsiones son sistemas transparentes o translicidos cominmente formadas por
dos fases liquidas inmiscibles (agua y aceite), que en su mayoria cubren un tamafio de
gota de 50-200 nm (Rajalakshmi et al., 2011). A diferencia de las emulsiones, poseen un
tamarfo de gota a escala macro (0,5-100 um), tienen mejor estabilidad cinética ante la
separacion gravitatoria, floculacion y coalescencia. Estas caracteristicas las hacen
candidatas a numerosas aplicaciones, entre la que destacan: la liberacion controlada y/o
absorcion de ingredientes funcionales, claridad Optica para la elaboracion de productos
(como las bebidas alcohélicas) (Jafari et al., 2007), encapsulacion de aromas (industria
cosmeética), elaboracion de farmacos y de agroquimicos (Kaltsa et al., 2014). Por tal
motivo, el interés en la produccion de nanoemulsiones ha crecido y se han implementado
métodos de alta energia (métodos mecanicos) o de baja energia (utilizando productos
quimicos) para su elaboracion. Los métodos mecanicos como: la microfluidizacién, la
homogeneizacion de alta presion y la emulsificacion por ultrasonido estdn siendo
ampliamente utilizados en la industria (Abbas et al., 2014). Sin embargo en los ultimos
afios el proceso de emulsificacion asistida por ultrasonido ha ganado popularidad entre
los procesadores de alimentos, asi como para la produccion de nanoemulsiones, esto
debido principalmente al uso eficiente de la energia, bajo costo de produccién, una menor
contaminacion y un mejor control sobre las variables de formulacién del proceso (Kaltsa
et al., 2014; Gulseren et al., 2007).

El proceso de ultrasonido resulta ser un método eficiente para la elaboracion de
nanoemulsiones, ya que implica un tratamiento de alta intensidad a baja frecuencia, en el
que se aplican ondas sonoras a un medio liquido, provocando la expansion y colapso de
las gotas, bajo la influencia de efectos de cavitacion. En este sentido se reduce el tamafio
de las gotas de aceite a escala nanométrica. Una vez reducido el tamafio de gota su
estabilidad dependera del tipo y concentracion del agente emulsionante. Esto se debe a
que la eficacia del proceso esté en virtud de la conformacién estructural (anfipatica) del
emulsionante, el cual tiene como finalidad reducir la tension interfacial entre las fases de
la nanoemulsion (agua-aceite) permitiendo la dispersion o mezclado de ambas fases
(Rajalakshmi et al., 2011).
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Los emulsionantes comunmente utilizados para la preparacion de nanoemulsiones de tipo
alimenticio incluyen: proteinas anfipaticas (proteinas del suero de leche), fosfolipidos
(lecitina) y polisacéridos anfipaticos (almidones modificados y gomas). Sin embargo, en
su gran mayoria, las nanoemulsiones son desarrolladas con el uso de emulsionantes
sintéticos, que resultan ser toxicos para el uso y consumo humano en cantidades mayores.
Por esta razdn, la industria de alimentos busca la sustitucion de emulsionantes sintéticos,
con alternativas naturales, con la finalidad de crear productos libres de sustancias extrafias
y favorables para el consumidor. En consecuencia, una de las tendencias; es el uso de
polisacaridos para la preparacion de las nanoemulsiones (Abbas et al., 2014; Gulseren et
al., 2007).

El uso de polisacaridos y algunas proteinas en su forma nativa, resultan ser inestables y
propensas a perder la funcionalidad ante factores como: temperaturas altas durante el
procesamiento y fluctuaciones de pH del medio (Thomas & Atwell, 1999). Por esta razén
se han propuesto como estrategia frente a este tipo de problemaéticas el uso de almidones
modificados. Una propuesta interesante para brindar esta funcionalidad al almidén y
poder utilizarlo como agente emulsionante es la modificacion con anhidrido octenil
succinico (OSA por sus siglas en inglés), ya que se ha reportado (Zhang et al., 2014) que
esta modificacion, confiere hidrofobicidad superficial en algunos almidones, lo cual
brinda la posibilidad para ser utilizados como agentes estabilizantes en emulsiones
aceite/agua (O/W), o agua/aceite (W/O). Esto es Util para algunas industrias como la de
alimentos, cosméticos y farmacéutica (Bello-Pérez et al., 2015). Sin embargo, cabe
resaltar que una de las deficiencias de la modificacion por OSA, (aunque ya son utilizadas
como emulsificantes), es que no se ha logrado obtener la reduccién del tamafio de gota a
escala nano para una mayor estabilidad (Timgren et al., 2011). Por tal motivo, en el
presente trabajo se utilizd almidon de malanga modificado (AMM) quimicamente con
OSA, para la elaboracion de nanoemulsiones utilizando el método de ultrasonido, con la

finalidad de evaluar la formacion y estabilidad.
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I. ANTECEDENTES

Una emulsién es un sistema coloidal, constituido por la homogenizacion de dos fases
liquidas inmiscibles (agua y aceite); una de estas fases se encuentra dispersa en la otra,
en forma de pequefias gotas esféricas (Bello-Pérez et al., 2015), cuya estructura es

estabilizada por un agente emulsionante (también llamado tensoactivo).

Los dos liquidos inmiscibles presentes en la emulsion, denominados agua (W= Water por
sus siglas en ingles) y aceite (O=Qil por sus siglas en ingles) representan la fase polar y
apolar respectivamente (McClements, 2012). Por tal motivo en la mayoria de los casos,
que podamos formular una emulsion tendremos: las emulsiones de aceite en agua (O/W
por sus siglas en ingles Oil-Water) cuando se trata de gotas de aceite dispersadas en agua

y en caso contrario de agua en aceite (W/O) (Marquez, 2005).

1.1. Tipos de emulsiones

Muchas de las propiedades de las emulsiones, tales como la estabilidad, el
comportamiento reoldgico, la viscosidad y el color, van a depender directamente del
tamafio de gota y su distribucién. Por tal motivo, se han clasificado a las emulsiones de
la siguiente manera: a) Macroemulsiones de 0.5-100 um, b) Microemulsiones de 100-
1000 nm y c¢) Nanoemulsiones de 10-100 nm (Abbas et al., 2014; Jafari et al., 2007).

1.1.1. Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son dispersiones coloidales, que poseen un tamafio de gota muy
pequefio (entre 10 y 100 nm) y baja polidispersidad, que generalmente, les confiere alta
estabilidad cinética y apariencia transltcida (Abbas et al., 2014) en comparacién con las
emulsiones (Tabla 1). Estas caracteristicas han hecho a las nanoemulsiones objeto de
numerosas aplicaciones, ya que pueden actuar como vehiculos o sistemas de
administracion para compuestos lipofilicos tales como: nutracéuticos, farmacos,

antioxidantes y agentes antimicrobianos (Silva et al., 2012).
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Tabla 1. Principales diferencias entre nanoemulsiones y emulsiones (Jafari et al., 2007).

Caracteristicas Nanoemulsiones Emulsiones

Tamario de gota

(fase dispersa) 10-100 nm 0.5-100 um
Aspecto Transparente Lechoso
Formacion Espontanea Homogenizacion
Estabilidad cinética Alta Baja

Las nanoemulsiones a diferencia de las emulsiones no requieren una cantidad alta de
tensoactivo, por lo que pueden ser preparadas por concentraciones de tensoactivos
menores al 10 %. Esto es debido a su pequefio tamafio de gota y alta estabilidad cinética
(Jafari et al., 2007).

1.1.2. Agente emulsionante o tensoactivo

Para producir una nanoemulsion estable es necesario disminuir la tension superficial, por
lo que es necesario el uso de un agente tensoactivo que; permite proteger la fase
emulsionada con una pelicula, impidiendo el rompimiento de las gotas (Timgren et al.,
2011).

Los agentes emulsionantes también Ilamado tensoactivos son estabilizadores coloidales
que dentro de su estructura contienen una seccion hidrofilica y una lipofilica como se
muestra en la Figura 1. Esta estructura le confiere la capacidad para absorberse en la
superficie de la gota durante la formacién de nanoemulsiones, formando a su vez
agregados coloidales llamado “micelas”, las cuales tienen como finalidad mezclar las

fases de la nanoemulsién (Hernandez-Jaimes, 2009).
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Figura 1. Estructura de un agente tensoactivo (Hernandez-Jaimes, 2009).

1.1.2.1. Clasificacion de los agentes tensoactivos

Los agentes tensoactivos se pueden clasificar en funcion de la naturaleza iénica de su
cabeza hidrofilica, de la siguiente manera: 1) Anionicos: si se trata de agentes
tensoactivos que presentan la cabeza hidrofilica con carga negativa, y poseen contra-ion
positivo que suelen ser Na*. 2) Catidnicos: estos agentes tensoactivos presentan una
cabeza positiva, por ejemplo, el ion trimetil amonio (N (CH3)**) y contra-iones negativos
como el Br (Aranberri et al., 2006). 3) lIdnicos: los tensoactivos idnicos pueden
proporcionar una carga eléctrica a las gotas de la emulsién, ya sea con cargas positivas o
negativas en la misma molécula, convirtiéndolas en moléculas neutras sin contra-iones.
4) No-ibnicos, se caracterizan por crear una barrera estérica a través de grupos
moleculares dirigidos hacia el medio de dispersion (Silva et al.,2012); esto es debido a
que carecen de grupos polares cargados, y en consecuencia poseen otros grupos
moleculares, por ejemplo, los grupos moleculares etoxilados, -(OCH2-CH2)m OH, los
cuales muestran una gran afinidad hacia las moléculas de agua, debido a las fuertes

interacciones dipolo-dipolo entre los enlaces de hidrogeno (Aranberri et al., 2006).

En la Tabla 2 se muestran los emulsionantes/ tensoactivos utilizados con mayor

frecuencia en la industria alimentaria, el tipo y la carga que poseen (Silva et al., 2012).
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Tabla 2. Emulsificantes mas utilizado en la industria alimentaria (Silva et al., 2012).

Emulsificante / tensoactivo Tipo

Polietilenglicol (35) aceite de ricino (cremophor EL) Tensoactivo (no idnico)
Polioxietileno-660-12- hidroxiestearato Tensoactivo (no idnico)
Polioxietileno 4-lauril-éter Tensoactivo (no iénico)
Span 20 Tensoactivo (no ionico )
Span 80 Tensoactivo (no iénico)
Tween 20 Tensoactivo (no idnico)
Tween 80 Tensoactivo(no i6nico)
Tween 40 Tensoactivo (no iénico)
Tween 60 Tensoactivo (no iénico)
Ester de acido graso de sacarosa (L 1695) Tensoactivo (no idnico)
Polioxietileno 6-lauril éter Tensoactivo (no idnico)
Monolaurato de decaglicerol (ML750) Tensoactivo (no iénico)
Esteres de poliglicerol de los &cidos grasos (PGES) Tensoactivo (no idnico)
Alcanol —-XC Tensoactivo (no iénico)
Dodecil sulfato de sodio Tensoactivo (aniénico)
Bromuro de dodecil trimetil amonio Tensoactivo (cationico)
Gelatina Proteina anfipatica
Proteina de suero (WPI) Proteina anfipatica
Concentrado de proteina de suero (WPC) Proteina anfipatica
Hidrolizado de proteina de suero (WPH) Proteina anfipatica
Caseinato de sodio (SC) Proteina anfipatica
Almidon modificado Hidrocoloide (cationico)
Pectina Hidrocoloide (anionico)
Lipoide S75-3 Fosfolipido anfipatico

1.1.2.2 Caracteristicas deseables en un agente tensoactivo para la formacion de
nanoemulsiones

Uno de los aspectos mas importantes en la formacion de productos a partir de
nanoemulsiones, es la seleccion del emulsionante adecuado, ya que los emulsionantes se
caracterizan por ser superficies activas, estos llevan a cabo dos funciones principales: la
formacion de nanoemulsiones y promover la estabilidad de la nanoemulsién (Ozturk &
McClements, 2016). Por ello se puede resaltar las caracteristicas fisicoquimicas deseables

de los emulsionantes en los siguientes puntos:

» Deben reducir la tension interfacial alrededor de 5 dinas/cm en emulsiones
preparadas con agitacion (Hernandez-Jaimes, 2009).
» Los emulsionantes deben ser capaces de adsorberse en la interface agua y aceite,

es decir deben tener una estructura anfipatica (Ozturk & McClements, 2016).
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» En base a su cinética de adsorcion el emulsionante debe ser capaz de reducir
rdpidamente la tension interfacial, evitando la agregacion de las gotas (Ozturk &
McClements, 2016).

» Para lograr la estabilizacion de la nanoemulsion el emulsionante debe ser capaz
de generar una fuerte interaccion repulsiva entre las gotitas de la nanoemulsion
(Ozturk & McClements, 2016).

» EIl emulsionante debe estar en funcion de la capacidad de carga de la superficie,
es decir, cuanto mayor sea la capacidad de carga mayor serd la cantidad de

emulsionante.

Los mecanismos de inestabilidad en una nanoemulsion, es influenciada por la
concentracion del emulsionante en la fase acuosa, y en mayor grado, por la concentracion
del emulsionante liposoluble, la naturaleza y viscosidad de la fase oleosa (Hernandez-
Jaimes, 2009).

1.1.3. Formacién de las nanoemulsiones

El tipo de nanoemulsion que tiende a formarse depende del balance entre las propiedades
hidrofilicas y lipofilicas del agente emulsificante. Generalmente el emulsificante suele
cumplir la regla de Bancroft: donde la fase continua es aquella que solubiliza al agente
emulsificante (tensoactivo). En este sentido la naturaleza anfipatica del agente
tensoactivo puede ser expresada en términos de una escala empirica, comdnmente
denominada balance BHL (balance hidréfilo-lip6filo) (Aranberri et al., 2006).

El balance hidrofilico-lipofilico es una medida de la afinidad relativa del emulsionante,
en las fases: agua y aceite, el cual permite relacionar la naturaleza del emulsionante y sus
propiedades como agente emulsionante. EI BHL permite asignar un namero a la sustancia
0 a la combinacion de sustancias que se quiere emulsionar, para encontrar el tipo de

nanoemulsion que se formara (Marquez, 2005).
ElI BHL mide en escala de 0 a 20, cuando dominan las interacciones del grupo hidrofilico

de la molécula del emulsionante, con BHL mayores a 11 (se forman dispersiones

coloidales de aceite en agua) y para valores menores a 9, dominando el grupo lipofilico
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(se formaran dispersiones de agua en aceite), encontrandose nanoemulsiones con valores

de BHL aproximadamente entre 9 y 11 (Marquez, 2005).

1.2. Métodos para la preparacion de nanoemulsiones

La formacidn de nanoemulsiones requiere la aplicacion de alta energia. Esta energia
puede ser aplicada por equipos mecéanicos o por el potencial quimico inherente de los
componentes. Actualmente existen tres métodos que pueden ser aplicados para la
preparacion de nanoemulsiones (Hernandez-Jaimes, 2009).

a) Homogenizacion por alta presion.
b) Inversion de fases con temperatura o PIT (por sus siglas en inglés, Phase Inversion
Temperature).

¢) Emulsificacion por ultrasonido.

1.2.1. Homogenizacion por alta presién

En la homogenizacion de alta presion, las mezclas estan sujetas a muy altas presiones,
las cuales son generadas a través de una valvula restrictiva. Estas presiones, provocan que
el esfuerzo de cizallamiento sea muy alto, generando la reduccion de las gotas de la

nanoemulsioén (Silva et al., 2012)

Los homogenizadores de alta presién generalmente trabajan en un intervalo de presion
va de 50 a 350 MPa. Sin embargo, las presiones altas no pueden utilizarse para todo tipo
de nanoemulsiones, por ejemplo, los sistemas O/W que utilizan metilcelulosa como
emulsionante sélo podrian estabilizarse con un homogeneizador de baja presion (150
MPa) debido a que el fuerte flujo de elongacion producido a presiones mas altas
promueve la degradacion irreversible de las moléculas de cadena larga (Hernandez-
Jaimes, 2009).
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1.2.2. Inversion de fases con temperatura o PIT

El método de inversion de fases con temperatura (PIT) se basa en la preparacion de
emulsiones a baja energia, aplicando un cambio brusco de temperatura, que afecta el BHL
del sistema emulsionado (Jafari et al., 2007). Esta técnica facilita la formacion espontanea
de nanoemulsiones (Abbas et al., 2013). Sin embargo, su uso estd limitado, porque
requiere una gran cantidad de tensoactivos, una cuidadosa seleccion de tensoactivo y no
es aplicable para produccion a gran escala (Jafari et al., 2007). Su aplicacion se centra en
sistemas formulados con tensoactivos no ionicos del tipo etoxilado, estos se caracterizan
por cambiar su balance hidrofilico-lipdfilico con la temperatura; es decir a temperaturas
inferiores surge una inversion de fase donde la nanoemulsion resultante es de O/W
mientras que a temperaturas superiores, se forman nanoemulsiones W/O (Hernandez-
Jaimes, 2009).

1.2.3. Emulsificacién por ultrasonido

La emulsificacion por ultrasonido implica un tratamiento de alta intensidad a baja
frecuencia, el cual consiste en la aplicacion de ondas sonoras en un medio liquido, seguido
de la expansion y colapso de las gotas, bajo la influencia de los efectos de cavitacidn
(Abbas et al., 2014). Bajo este efecto, un punto importante esta en medir los tiempos para
la preparacion de la nanoemulsion; este parametro va a depender de la intensidad
(potencia), amplitud, la cantidad de muestra y la naturaleza del material, ya que en
algunos casos, entre mas hidrofdbico es el material, mayor sera el tiempo de sonicacion
(Hernandez-Jaimes, 2009).

1.2.3.1. Equipo de ultrasonido

El equipo de ultrasonido para la produccion de nanoemulsiones, es un sistema que consta
de un generador, un transductor (convertidor de corriente eléctrica a vibraciones
mecanicas), un amplificador y un sonotrodo, como se muestra en la Figura 2. El generador
produce ondas eléctricas con frecuencias determinadas (normalmente de 20 a 100 kHz),
mientras que los transductores ultrasonicos consisten en un material piezoeléctrico
(Electroestrictivo), que convierte la energia eléctrica en oscilaciones o vibraciones
mecanicas. Las vibraciones mecanicas generadas se amplifican con la ayuda de un

sonotrodo o punta de titanio (Abbas et al., 2013).
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Figura 2. Descripcion del equipo ultrasénico (UP200S) para la produccion de
nanoemulsiones: a) Generador (energia eléctrica), b) Transductor (energia mecanica), c)
Amplificador (amplifica las oscilaciones o vibraciones del transductor) y d) Sonotrodo
(capta y traduce la energia amplificada a sonido), e) Reactor de vidrio (control de la

temperatura), (Hielscher Ultrasonics GmbH).

1.2.3.2. Fundamentos del proceso de ultrasonido

El ultrasonido se basa en la utilizacion de un dispositivo mecanico para la generacion de
fuerzas disruptivas, necesarias para la ruptura de fases macroscopicas. En general el
ultrasonido se caracteriza por generar ondas sonoras en un rango de frecuencia de 20 a
100 kHz, cuando estas interacttan con la materia, provocan cambios fisicos y quimicos.
Las ondas generadas por el ultrasonido inducen el movimiento de las particulas del medio
liquido, a través de una serie de compresiones y dilataciones bajo presion fluctuante,
formando pequefias burbujas de vacio, las cuales, cuando ya no alcanzan un volumen en
el que pueden absorber energia, colapsan violentamente durante un ciclo de alta presion,

generando el fendmeno de cavitacion.
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Mientras las ondas sonoras pasan traves del medio, dependiendo de la viscosidad y la
conductividad del medio, disipan parte de la energia acustica en energia térmica, como se
muestra en la Figura 3 (Abbas et al., 2013; Sun & Tomkinson, 2002).

Figura 3. Representacion esquematica del crecimiento y colapso de la burbuja en el

proceso de cavitacion acustica (Soria & Villamiel, 2010; Abbas et al., 2013).

Los efectos fisicos producidos por el fendbmeno de cavitacion acustico, son los siguientes:
ondas de choque, microflujos turbulentos, fuerzas de cizalla, aumento de la temperatura,
presiones altas y bajas. A partir de estos efectos, el ultrasonido se ha hecho objeto de
numerosas aplicaciones, tales como: limpieza, extraccion de compuestos naturales o
bioactivos, inactivacion de enzimas y/o microorganismos, cristalizacién, emulsificacion
y despolimerizacion de polisacaridos (Sun & Tomkinson, 2002).

Estudios recientes han sugerido que el ultrasonido puede cambiar la estructura y
propiedades funcionales de los materiales (Soria & Villamiel, 2010; Bello-Pérez et al.,
2015). Por ejemplo, la aplicacion de ultrasonido puede conducir la despolimerizacion de

carbohidratos, generando cambios en la estructura y propiedades funcionales (Zhang et
al., 2013).
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1.2.3.3. Formacion de las nanoemulsiones por el método de ultrasonido

La formacion de nanoemulsiones por el método ultrasonido, implica la aplicacion de alta
energia, ya que tiene como finalidad superar la energia libre superficial y aumentar el area
interfacial entre ambas fases de la nanoemulsion, logrando que se genere la
descomposicion de las gotas grandes de aceite en tamafio nanométrico, ya que la energia
requerida por la fase continua, forma fuerzas de cizallas para romper o deformar las gotas
de la fase dispersa; en este sentido la presion ejercida por las gotas se expresan en términos

de la presion de Laplace (p) como se muestra en la siguiente ecuacion 1.

En donde R1 y R2 son el radio de curvatura de la presion de las gotas esféricas, por

tanto, R1 = R2; mientras que vy es la tension interfacial de las gotas.

Las nanoemulsiones se pueden crear si la presion provocada por la tension de cizalla es
mayor que la presion de Laplace, por lo que es necesario describir la diferencia entre la
presion exterior e interior de las gotas formadas en la nanoemulsion. Bajo el efecto de
esta presion las gotas de tamafio micrométrico tienden a romperse en finas gotitas de
tamafio nanomeétrico, las cuales son directamente proporcional a la tension superficial de

la nanoemulsion generada (Soria & Villamiel, 2010; Abbas et al., 2013).

Cabe resaltar que la técnica de ultrasonido, proporciona grandes fuerzas de cizallamiento
(por efecto de la cavitacion), lo cual afecta el tamafio final de las gotas; esto dependera
fuertemente del efecto combinado de la velocidad cizallamiento y la reologia de la
nanoemulsion. Otros aspectos importantes son: el disefio del equipo de ultrasonido,
parametros del proceso (amplitud, frecuencia, tiempo y potencia) y propiedades
fisicoquimicas de los componentes que integran la nanoemulsién (Kaltsa et al., 2014;
Bello-Pérez et al., 2015).

1.3. Ventajas del uso de ultrasonido para la formulacion de nanoemulsiones

El ultrasonido se ha convertido en una herramienta de procesamiento importante en el

sector de la alimentacion. Esta tecnologia innovadora estd siendo utilizada para el
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desarrollo de productos alimenticios con propiedades funcionales mejoradas. (Abbas et
al., 2013).

Diversas investigaciones (Abbas et al., 2013; Sugumar et al., 2015; Kaltsa et al., 2014)
sugieren que el proceso de formulacion de emulsiones y nanoemulsiones por ultrasonido
ofrece mas ventajas sobre los métodos de emulsificacién convencionales como la
microfluidizacion, y homogenizacion de alta presion, entre las ventajas mas importantes

se pueden citar los siguientes:

e Elaboracion de emulsiones o nanoemulsiones en tiempos mas cortos.
e Tamafos de gotas en escala nanométrica

e Emulsiones homogéneas.

e Mejor estabilidad de fases.

e Uso de cantidades menores de tensoactivos.

e Uso eficiente de la energia.

e Bajo costo de produccion.

No hay contaminacién o casi nula.

Facil manejo, limpieza y control.

1.4. Estabilidad de las nanoemulsiones

La estabilidad de las nanoemulsiones esta en funcion del pequefio tamafio de gota de la
nanoemulsion. Esta caracteristica en particular le confiere la estabilidad contra la
sedimentacion (o formacion de crema), coalescencia, floculacion, debido a que poseen
movimiento browniano y, en consecuencia la velocidad de difusién es mas alta que el de
la sedimentacion (o formacion de crema) inducida por la fuerza de la gravedad
(Rajalakshmi et al., 2011).

1.4.1. Medicién de la estabilidad en nanoemulsiones

La estabilidad de un sistema en emulsion o nanoemulsion es de gran importancia en
muchas areas del conocimiento, incluyendo el area de alimentos, debido a que en funcion

de ésta es su vida util o vida de anaquel. Por esta razén, después de haber generado una
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emulsion hay diferentes pruebas que ayudan a comprobar si ésta permanecera estable

durante un periodo prolongado de tiempo.

Anteriormente, la examinacion visual durante el almacenamiento era una de las técnicas
mas usadas para evaluar la desestabilidad fisica de una emulsion, sin embargo esta técnica
perdié validez debido a que cada observador interpretaba de manera diferente los
resultados observados. Debido a esto, se evaluaron diferentes pardmetros y metodologias
como: 1) indice de emulsificacion (IE) y 2) microscopia Optica. Panaras et al., 2011,
Timgren et al., 2013 y Li et al., 2013 realizaron estudios para evaluar la estabilidad de
emulsiones Pickering (emulsiones estabilizadas con particulas sélidas, en este caso, de
almidon), utilizando un colorante liposoluble, con la finalidad de evaluar el IE (indice de
emulsificacion) y tamafio de gota a trevés del tiempo (almacenamiento), con ayuda de
microscopia Optica. De esta manera, se creia que para evaluar la estabilidad de una
emulsion era necesario realizar un estudio de la variacion del nimero de gotas en relacion

con el tiempo de almacenamiento, lo cual experimentalmente no era factible de obtener.

Por tal motivo, actualmente se utiliza un método alternativo para medir la estabilidad de
una emulsion o nanoemulsion, el cual estd basado en la Dispersion de Luz Mdltiple
(MLS) por sus siglas en inglés (Multiple Light Scattering). El principio basico consiste
en enviar fotones sobre la muestra desde una fuente de luz infrarroja (880 nm de longitud
de onda). Estos fotones, después de haber sido dispersados muchas veces por las
particulas o gotas que conforman la emulsion o suspension, emergen de la muestra y son
colectados por dos detectores situados en el cabezal dptico del equipo a 0 © (detector de
transmision) y 135 ° (detector de backscattering). El detector de transmision se emplea
principalmente para muestras no opacas o transparentes y el detector de backscattering se
emplea para muestras opacas. De forma general el método es realizado con ayuda de un
equipo llamado Turbiscan™ LAB (formulacion, Francia), el cual permite la medicion de
la luz transmitida (intensidad de la luz que pasa a través de la muestra y la luz transmitida
(intensidad de la luz reflejada por la muestra), la cual se obtiene en porcentaje en funcion

de la altura de la muestra (mm) (Matos et al., 2016).

El Turbiscan™ LAB, consta de un cabezal de deteccion que se mueve hacia arriba y hacia
abajo a lo largo de una celda cilindrica de fondo plano, el escaneo de la muestra es

repitiendo en diferentes intervalos de tiempo (Ver figura 4). Este cabezal de deteccion se
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compone de una fuente de luz (IR) de infrarrojo con una longitud de onda (A=880) y dos

detectores sincronicos (Mengual et al., 1999; Matos et al., 2016).

Figura 4. Movimiento del cabezal dptico del Turbiscan durante el escaneo de una

emulsién.

El detector de transmision recibe la luz que atraviesa la muestra (a 0 °), mientras que el
detector de retrodispersion recibe la luz dispersada hacia atras por la muestra (a 135 °). El
cabezal optico de lectura escanea la muestra completa (55 mm de altura), adquiriendo los
datos de transmision (T) y retrodispersién (BS) cada 40 um, en condiciones de reposo,
generalmente a temperatura ambiente (Chauvierre et al., 2004; Matos et al., 2012; Pando
et al., 2013). De esta manera el analisis es completo, en la deteccion de los fendbmenos de
estabilidad en una emulsion. El equipo arroja una grafica con los resultados para su
interpretacion, en donde se ven representados los fendmenos de estabilidad o
inestabilidad de una emulsion, segun el comportamiento caracteristico en cada grafico
puede detectarse: La migracion (cremado o sedimentacion) y aumento en el tamafio de

particula o gota (coalescencia o floculacion) de los sistemas complejos (ver la Figura 5).
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Estabilidad

Figura 5. Fendbmenos que pueden presentarse en una emulsion durante su

almacenamiento (MCclements, 1999).

Cremado: es un fenémeno comin de inestabilidad para emulsiones o suspensiones, que
ocurre cuando la fase dispersa tiene menos densidad que la fase continda. Su deteccion
en el Turbiscan es sencilla ya que induce una variacion de la concentracion entre el tope
y el fondo de la celda. Por ende, se obtienen los perfiles mostrados en la Figura 6. Se
puede observar a simple vista que el flujo de retrodispersion (disminuye en el fondo de la
muestra y debido a una disminucion de la concentracion de las particulas en esta parte
(clarificacion) y su aumento en el tope de la muestra debido a que, las gotitas de la muestra
tenian menor densidad que el liquido circundante (fase continua), por lo que las curvas
de BS muestran un pico en alturas, entre 0 y 20 mm. Esto es observado cuando ocurre un
fendmeno de no dependencia. Si hay dependencia (particulas pequefias y concentradas),
el nivel de dispersion disminuye tanto en el fondo como en el tope (Mengual et al., 1999,
Herrera, 2012, Kaltasa et al., 2014).
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Retrodispersion delta-cremado

Figura 6. Perfil grafico referente al cremado de una emulsion cuando no hay
dependencia (Tomado De Villepin, 2007).

Sedimentacion: es un fendmeno similar a la cremacion, el cual ocurre cuando la densidad
de la fase dispersa es mayor en comparacion con la densidad de la fase continua. Es facil
de detectar en el Turbiscan ya que induce una variacion de la concentracion de la fase
dispersa entre el tope y el fondo de la muestra y se obtienen los perfiles mostrados en la
Figura 7. Esta vez se observa que la retrodispersion aumenta en el fondo de la muestra
debido a un incremento en la concentracion de la fase dispersa (sedimento) y disminuye
en el tope de la muestra debido a una disminucion de la concentracién (clarificacién). En
este caso es posible tener un fenédmeno de dependencia, llevando a una disminucion de la
retrodispersion en el fondo y tope de la muestra (Chauvierre et al., 2004; Palazolo et al.,
2005).
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Retrodispersion delta- sedimentacion

Figura 7. Perfil grafico referente al fendmeno de sedimentacion en una emulsion
(Tomado De Villepin, 2007).

Floculacidn /coalescencia: estos fenémenos son muy diferentes desde el punto de vista
fisicoquimico, pero ambos llevan a un incremento en el tamarfio de las particulas. Por lo
tanto, se comportan de la misma manera en el Turbiscan. Ambos fendmenos se
diferencian en que la coalescencia es irreversible y conlleva a una fusion de las interfaces,
y a la creacion de una sola gota. La floculacion, por otro lado, es sélo una agregacién
reversible de particulas. En algunos casos, la floculacion puede llegar a la coalescencia.
La variacién del tamafio de particula como consecuencia de estos fendmenos es
facilmente detectado por el Turbiscan, ya que produce una disminucién de la
retrodispersion a lo largo de toda la altura de la muestra, (Figura 8). En el caso de que el
tamafo de particulas sea mayor que la longitud de onda de la luz incidente (850 nm), el
nivel de la retrodispersion aumentard. Se puede observar en la figura simultdneamente
que el nivel de retrodispersion disminuye a lo largo de toda la longitud de la muestra
debido a un incremento del tamafio de particulas, caracteristica de una coalescencia o

floculacion (Chauvierre et al., 2004; Palazolo et al., 2005).
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Retrodispersion delta- floculacion/coalescencia

Figura 8. Perfil grafico referente al fendmeno de coalescencia/floculacién en una

emulsion (Tomado De Villepin, 2007).

Esto se puede explicar a partir de la teoria de Dispersion de Luz Mdltiple. Las
intensidades de retrodispersion e transmision, que se miden con Turbiscan son
directamente proporcionales a 1 *, la longitud de transporte de los fotones. Este parametro
Optico corresponde mas o menos a la profundidad de penetracién de un fotén en la
muestra, y es proporcional al didmetro y la concentraciéon de particulas en el sistema,
como se puede demostrar con esta ecuacién 2. Por lo tanto, cuando el tamafio aumenta
debido a fendmenos de coalescencia o agregacién, o cuando la concentracion cambia
localmente debido a fendmenos de migracion tales como el cremado y la sedimentacion,
esto conduce a una variacion de 1*, por lo tanto, variacion de retrodispersion y

transmision.

Donde: la retrodispersion y transmision de luz dependen de: Tamafio de particula (d),

concentracion de particula (®).
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1.5. Malanga

La malanga (Colocasia esculenta (L.) Schott) también conocida como taro, es un
tubérculo comestible rico en almidén perteneciente a la familia Araceae (Rodriguez-
Miranda et al., 2011), se caracteriza por ser una planta perenne diploide de 50-150 cm
de altura (Figura 9), de rapido desarrollo vegetativo, por lo que resulta ser aprovechable
en su totalidad (Lim, 2015).

Estructuralmente la malanga posee un tallo subterraneo llamado cormo, que en su
mayoria puede variar en tamafio (35 cm de largo y 15 cm de ancho) y forma (redondo,
alargado y cilindrico), dependiendo de la variedad, caracteristicas agronémicas y factores
climaticos a la que es sometida la planta. EIl cormo por otro parte se caracteriza por
poseer una forma ovoide o redonda., la cual contiene una pulpa blanca almidonosa
(Torres-Becerril et al., 2015), que en base a la variedad de la malanga, puede ser de color
amarillo claro, amarillo oscuro, naranja, rosado y morada. Esta pulpa se encuentra
cubierta por una cascara de color marron y se caracteriza por ser aspera, fibrosa o una

cubierta con anillos concéntricos en forma de cicatrices (Lim, 2015).

Figura 9. Planta de malanga y su cormo representativo (Lim, 2015).

El taro (Colocasia esculenta (L.) Schott), actualmente es uno de los tubérculos maés
cultivados en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, incluyendo Africa
Occidental, la India, Asia, el Caribe, el Pacifico, islas de la Polinesia y América del Sur
(Rodriguez-Miranda et al., 2011; Horrocks & Weisler, 2006)
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En paises en desarrollo, el cultivo de taro ha tomado importancia en los ultimos afios
debido su alto contenido en fibra (0.6-0.8 g / 100 g), proteinas (2-6 g / 100 g), mucilago,
vitaminas, fdsforo, calcio y contenido de almidén (70-80 g / 100 g d b), con pequefios
granulos de 1-4 um (Rodriguez-Miranda et al., 2011), los cuales son altamente digeribles

en el tracto gastrointestinal humano.

1.5.1. Agroecologia de la malanga

La malanga (Colocasia esculenta) se puede encontrar en su forma nativa en bosques
humedos, orillas de los rios, arroyos o lagos. Este cultivo puede desarrollarse en
condiciones calidas y hdmedas, con temperaturas medias de 21-27 °C con una
precipitacion anual de 250 a 1750 mm, uniformemente distribuido durante el periodo de
crecimiento. Crece sobre el nivel del mar hasta 2.400 m de altitud. Esta principalmente
adaptado a un ambiente himedo. Puede ser cultivada en condiciones sumergida o
inundadas. Toleran una amplia gama de suelos, pero su mejor desarrollo ha sido suelos

bien drenados, con un alto nivel fredtico y un rango de pH de 5.5-6.5 (Lim, 2015).

1.6. Almidén

El almidon es el polisacarido de reserva mas abundante en las plantas, después de la
celulosa se almacenan en las raices, tubérculos y semillas de las plantas; por lo que
mediante su ingestion puede hidrolizarse a glucosa y proporcionar energia. Cuando se
consume en la dieta humana proporciona 4 cal/g (Torres-Répelo et al., 2013)

1.6.1. Estructuray composicién quimica del almidén

El almidon se encuentra organizado en pequefios corpusculos discretos denominado
grénulos, cuya estructura compacta permite almacenar glucosa en una reducida particula.
El tamafio, el contenido de amilosa y amilopectina son caracteristicos de cada fuente

botanica (Badui-Dergal, 2013) y pueden utilizarse para identificar su origen (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas de algunos almidones (Badui-Dergal, 2013; Dai et al., 2015;
Torres et al., 2013).

Tipo Amilopectina ~ Amilosa (%) Temperaturade Tamafio del
(%) gelatinizacion  grano (um)
(°C)
Maiz 69-74 26-33 62-72 5-25
Papa 73-77 18-27 58-67 5-100
Arroz 80-85 15-19 62-78 2-5
Tapioca 80-84 16-20 51-65 5-35
Maiz céreo 99-100 0-1 63-72 5-25
Sorgo céreo 99-100 0-1 67-74 5-25
Trigo 73-77 22-26 58-64 11-41
Malanga 72-83 17-28 55a+2 6.50 £ 0.2

Quimicamente el almidon esté constituido por dos moléculas de polisacéridos, amilosa y
amilopectina, y ambas partes estan conformadas por enlaces glucosidicos a-1,4 y a-1,6
(Torres-Rapelo et al., 2013). Las cantidades relativas de estos dos polimeros y su
organizacion fisica dentro de la estructura granular, le confieren propiedades
fisicoquimicas funcionales caracteristicas de cada almidon (Bello-Pérez, 1999).

1.6.1.2. Amilosa

Las amilosa es un polimero esencialmente lineal de unidades de glucosa unidas por
enlaces a (1-4), en el cual algunos enlaces a (1-6) pueden estar presentes (Figura 10). Se
caracterizan por formar una red cristalina que favorece la retrogradacion de sus pastas
durante el enfriamiento, ocasionando el indeseable fendmeno de sinéresis. En
comparacion con la amilopectina, esta molécula se caracteriza por formar una mezcla
espesante que no se retrograda facilmente (Torres-Répelo et al., 2013), es poco soluble
en agua; puede formar micelas hidratadas por su capacidad para enlazar moléculas
vecinas por puentes de hidrdégeno y generar una estructura helicoidal entre 6 a 8 unidades

de glucosa por cada vuelta (Hernandez-Medina et al., 2008).
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Figura 10. Estructura quimica de la amilosa (Campos, 2002).

1.6.1.3. Amilopectina

La amilopectina ocupa 3/4 partes de un granulo de almidon. Es un polimero ramificado
de unidades de glucosa unidas en un 94-96 % por enlaces o (1-4) y en un 4-6 % con
uniones o (1-6) en los puntos de ramificacion (ver Figura 11). Dichas ramificaciones se
localizan aproximadamente a cada 15-25 unidades de glucosa. La amilopectina es
parcialmente soluble en agua caliente y en presencia de yodo produce un color rojizo
violeta. Este polimero a diferencia de la amilosa no se asocia ni forman enlaces quimicos
(Bello Pérez et al., 2002; Herndndez-Medina et al., 2008).

Figura 11. Estructura quimica de la amilopectina (Campos, 2002).

1.6.2. Propiedades funcionales del almidén

Las propiedades funcionales de los almidones dependen directamente de la relacion
amilosa/amilopectina, esta relacion puede variar en base a la especie que se esté

evaluando. Las caracteristicas funcionales de los almidones son: la solubilidad, capacidad
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de retencion de agua, poder de hinchamiento, tendencia a retrogradar, propiedades de la
pasta (viscosidad, consistencia, estabilidad del gel, claridad y resistencia al corte,
formacion de pelicula), digestibilidad enzimatica y capacidad de emulsificacion. Durante
un tratamiento hidrotérmico, el almidén sufre una serie de modificaciones que van a
influir sobre su estructura, pasando por tres fases importantes: gelatinizacion, gelificacion
y retrogradacion, los cuales causan hinchamiento, hidratacion, fusion y ruptura de los
granulos de almidén (Badui-Dergal, 2013; Bai et al., 2011).

1.7. Almidones modificados

Los almidones modificados se caracterizan por involucrar un componente ajeno a su
estructura (Badui-Dergal, 2013), esto es debido a que los almidones nativos resultan ser
deficientes en muchas de las aplicaciones industriales. Estas deficiencias incluyen la
insolubilidad o el fracaso de los granulos de almiddn para ser soluciones mas viscosas, la
textura cohesiva del almidén cocido, la pérdida de viscosidad, falta de claridad y la
tendencia a retrogradarse durante el almacenamiento (Bai et al., 2011). Por tal motivo
existen cuatro métodos de modificacion, los quimicos, genéticos, enzimaticos y fisicos
(Kaur et al., 2012), para mejorar la funcionalidad de los almidones y lograr aplicaciones

a nivel industrial.

Unos de los métodos de modificacion més utilizados, son los métodos quimicos,
consisten en la introduccion de grupos funcionales en la molécula del almidon, lo que
altera significativamente las propiedades fisicas y quimicas del almidon nativo. Entre los
métodos quimicos utilizados con mayor frecuencia en la industria alimentaria se
encuentran: los monofuncionales, como lo es el uso de anhidrido acético, enlaces éter,
éster y 6xido de propileno (Thomas & Atwell, 1999) entre los que destacan los almidones

modificados con OSA (Octenyl Succinic Anhydride).

1.7.1. Fundamento del proceso de modificacion quimica del almidon con OSA

Los almidones modificados con OSA surgen de una reaccion de esterificacion entre los
grupos hidroxilo del almidon y el anhidrido octenil succinico (Sweedman et al., 2013).
El cual tiene como finalidad modificar la naturaleza hidrofilica de los almidones nativos

a través de la incorporacion de grupos hidrofébicos de OSA, generando moléculas de tipo
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anfipatica (Bai et al., 2011). Un parametro comunmente utilizado en este sentido es el
grado de sustitucion (GS), el cual se define como el numero promedio de Succinato de
Octenilo (OS), derivados por unidad de glucosa (Sweedman et al., 2013).

Bello Pérez et al., 2015, resaltaron que el efecto del grado de sustitucion de OSA, influye
en caracteristicas estructurales y moleculares (por ejemplo el peso molecular y radio de
giro) del almiddn nativo, por lo que llegaron a la conclusion de que la insercion de grupos
de OSA afectan la estructura granular, especificamente en el tamafio molecular de la
amilopectina. En consecuencia, estos cambios favorecen el hinchamiento de los granulos
y la difusion de las moléculas de OSA dentro de los granulos de almidén (Sweedman et
al., 2013), dando como caracteristica, que los almidones, posean baja temperatura a la
gelatinizacion, asi como algunas veces baja retrogradacion, mejor estabilidad al

congelamiento y la baja tendencia a formar geles (Singh et al., 2007).

1.7.2. Uso y aplicaciones de los almidones modificados por OSA

Actualmente los almidones modificados quimicamente con anhidrido octenil succinico
(OSA) tienen numerosas aplicaciones en emulsiones de bebidas; aceites, cosméticos o
productos farmacéuticos a base de petroleo, lociones a base de alcohol, encapsulacion de
sabores, fragancias y vitaminas. Por tal motivo hoy en dia estos almidones estan siendo
probados en la estabilizacion de emulsiones alimentarias (Bello Pérez et al., 2015).

Las aplicaciones de los almidones modificados quimicamente con OSA dependen en gran
parte del grado de sustitucion, asi como del porcentaje de reactivos que se emplean
durante la reaccion; en este sentido se ha implementado que en la industria alimentaria se
maneje una concentracion < 3 % de modificacion con OSA, mientras que en la industria

farmacéutica y de la cosmetologia es posible emplear cantidades mayores de reactivos.

Diversos autores han trabajado con esta modificacion analizando su comportamiento

como agente estabilizante en diferentes modelos de emulsion.

Liu et al., 2008, Han & BeMuiller, 2009, reportaron que el OSA se incorpora al almidon a
trevés de un enlace éster, lo que hace que los almidones modificados por OSA formen
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una pelicula fuerte entre el aceite y el agua, dando lugar a emulsiones resistentes a la

aglomeracion.

Marku et al. 2012 realizaron la modificacion de almidon de quinoa empleando un maximo
de 1.8 % de OSA y lo usaron en un sistema de emulsion agua/aceite utilizando como fase
continua parafina, miglyol y aceite de karité. Entre ellos los aspectos més relevantes, fue
que lograron estabilizar a temperatura ambiente hasta por 8 semanas una emulsién con

un contenido de hasta 56 % de aceite.

Zhu et al., 2013 mencionaron que la capacidad del almidén modificado con OSA, es
absorberse entre la interface aceite-agua, la cual viene dada por la orientacion del
polimero, originado por el acomodo de los grupos OSA, lo cual esta relacionado con el

grado de sustitucion y la carga superficial presente en el almidon.

Por otra parte Timgren et al., 2011, modificaron el almidon de Quinoa con OSA
utilizando una concentracion de 1.8 % de OSA para probar la capacidad emulsificante
del almidon modificado. A partir de este estudio, se concluyé que el uso de particulas de
almidones modificados quimicamente con OSA, generan un agente emulsificante, y a
pesar de que no se obtiene tamafios de gotas pequefios, como los emulsificante de bajo
peso molecular o el uso de proteinas, confieren mayor estabilidad a la emulsion. También
reportaron que es importante considerar el tamafio de los granulos de almidén nativo ya

que de esto depende la estabilidad de la emulsion.

De acuerdo con lo reportado por Liu et al., 2008, BeMiller 2007, Sweedman et al., 2013,
el almidon tiene caracteristicas muy particulares, que permiten introducir de manera
efectiva dentro de sus cadenas de glucosa, fragmentos de OSA para su modificacién, lo
que otorga nuevas caracteristicas como alta viscosidad durante la formacion de pastas, asi
como disminuir la temperatura de gelatinizacién. También se ha observado que el
almidén modificado con OSA adquiere propiedades anfipaticas, lo que le otorga una
mayor estabilidad a cambios de pH y temperatura, generando una estructura altamente

organizada.
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11. JUSTIFICACION

El uso de emulsiones se encuentra muy presente en nuestra vida cotidiana; incluyendo
tanto la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. Sin embargo, su estabilidad es
un problema en el sector industrial. Las nanoemulsiones a diferencia de las emulsiones,
en virtud de su tamafio de gota (por debajo de los 100 nm) poseen mejores propiedades
para su utilizacion como solubilidad, estabilidad (movimiento browniano), ofrecen mejor

biodisponibilidad oral y son eficaces para la introduccion de compuestos bioactivos.

El proceso de elaboracion de nanoemulsiones se ha enfocados al desarrollo de
tensoactivos sintéticos, los cuales tienen como funcién primordial reducir la energia
interfacial entre las fases de la nanoemulsion, provocando su homogeneidad. Sin
embargo, el uso de tensoactivos sintéticos en algunos casos resulta toxicos para el uso y
consumo humano, ocasionando que los emulsificantes tradicionales estén siendo
limitados en sus aplicaciones. Por tal motivo se ha implementado el uso de polisacaridos
funcionalizados, como lo es el almidon, el cual esta siendo ampliamente utilizado en
diferentes industrias con fines diversos. Pero para cumplir con distintas funciones tiene

que ser modificado quimicamente en funcion de la necesidad o requerimiento especifico.

En la presente investigacion se ha optado por el empleo de almidon de malanga
modificado a través de la reaccion con anhidrido octenil succinico; ya que en este sentido,
los trabajos realizados en los ultimos afios han sido concluyentes, debido a que la
modificacion quimica de los granulos de almidon mejora en gran medida las propiedades
de los almidones nativos y amplian la gama de sus aplicaciones. La malanga como materia
prima en la presente investigacion, se considero por su alto contenido de carbohidratos,
principalmente de almidén, el cual posee un tamafio de granulo comprendido entre 1y 4
um. Se ha reportado que el tamafio del granulo de almidon de malanga puede ser util
como agente de relleno para compuestos biodegradables, como sustituto de grasas o la
encapsulacion de sabores y sustancias, ademas, de ser utilizado para la obtencion de
nanoparticulas y consecuentemente para la elaboracion de nanoemulsiones a través de

uno de los métodos mas innovadores como lo es el ultrasonido.
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111. HIPOTESIS

El uso de almidon de malanga modificado con OSA permitira la generacion de particulas
anfipaticas, que podran ser utilizadas para estabilizar nanoemulsiones aceite en agua

(O/W) producidas por ultrasonido.
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IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general.

Elaborar una nanoemulsion O/W por el método de ultrasonido a partir de aceite esencial

de naranja y almidén de malanga modificado quimicamente con OSA.

4.2. Objetivos particulares.

Q

Q

Establecer condiciones de reaccion para la modificacion del almidon de malanga
con OSA.

Determinar el grado de sustitucion (GS) del almidén nativo (AMN) y almidén
modificado (AMM) con OSA.

Evaluar la morfologia del AN y almidon AM con OSA por microscopia electronica
de barrido (MEB).

Elaborar las nanoemulsiones a partir de dos diferentes concentraciones de AMM
con OSA.

Evaluar la estabilidad de las nanoemulsiones a dos diferentes temperaturas (4 y 25
°C) de almacenamiento.

Determinar el didmetro medio de gota, potencial Z, asi como estabilidad mediante
dispersion multiple de luz (MLS) de las nanoemulsiones durante el periodo de

almacenamiento (30 dias).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Diagrama experimental
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5.2. Materia prima

El alImidon de malanga (Colocasia esculenta) usado para este estudio, fue proporcionado
por la Universidad del Papaloapan Campus Tuxtepec, con la siguiente composicion
quimica aproximada: contenido de proteina bruta 3.14 + 0.43 %, contenido de grasa
cruda 0.28 + 0.15 %, contenido de humedad 9.98 + 0.32 % y cenizas 2.97 = 0.13. El
OSA de alta pureza se adquirié de Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EE.UU.).

5.3. Modificacién del almidon de malanga con OSA

Para establecer las condiciones de modificacion del almidén de malanga con OSA, se
evalué la concentracion de almidon, agua y tiempo de reaccion. La reaccion de
modificacion quimica fue llevada a cabo a un pH de 8.5 (£ 0.2), temperatura de 35 °C y
una concentracion de reactivo (3 % v/p) con agitacion constante. La Tabla 4 se elabor6
en base, a lo reportado en trabajos de investigacion previos: con almidon de arroz indica
(Song et al., 2006), maiz, maiz ceroso, patata y tapioca (Han & BeMiller, 2007), de papa
(Hui et al., 2009); maiz (Zhu et al., 2013), almidon de maiz waxy (Miao et al., 2014),
nanoparticulas de almidén de malanga (Jiang et al., 2016) y maiz waxy (Chiu et al.,
2017). Estos autores establecieron diferentes metodologias del proceso de modificacion
con OSA para almidones de diferentes fuentes botanicas. Ya que durante el analisis de
estos métodos, se observo que un factor importante en el proceso de modificacion puede
ser la fuente botanica del almiddn. Por esta razon, estos métodos fueron evaluados para
establecer las condiciones del proceso de modificacion quimica del almidén de malanga
con OSA.

Otro factor importante estudiado durante el proceso de modificacion fue la concentracion

de almidon en un sistema acuoso (relacion almidén-agua) en base al tiempo de reaccion,

empleado en los diferentes métodos (Tabla 4).
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Tabla 4. Diferentes condiciones (concentracion, H>O y tiempo) de modificacion quimica

del almidon de malanga con OSA usadas en este trabajo.

Experimento Concentracion H.O (mL) Tiempo (h) Codificacion
(g bs)
1 209 45 mL 4 h AMM-1
2 209 50 mL 4 h AMM-2
3 209 78 mL 4 h AMM-3
4 209 117 mL 4 h AMM-4
5 209 117 mL 3h AMM-5
6 50 g 220 mL 3h AMM-6
7 10¢g 25 mL 2h AMM-7
8 125¢ 475 mL 24 h AMM-8
9 3049 100 mL 8h AMM-9

5.4. Modificacion quimica del almidon de malanga con OSA

La esterificacion del almidon se establecio con las metodologias reportadas por Miao et
al., 2014; Chiu et al., 2017. Para esto se utilizaron 30 g de almidon (bs) y se dispersaron
en 100 mL de agua destilada, el pH fue ajustado a 8.5 (+ 0.5). Enseguida se agreg6 una
concentracion de OSA de 3 % Yy se dejo reaccionar a diferentes tiempos (2, 3, 4,8y 24
h) con agitacion constante (350 rpm). Transcurrido este tiempo de reaccion, la suspension
fue neutralizada, centrifugada y secada en un horno (marca: Scorpion Scientific Fab.
Nac.) a una temperatura 45 °C durante 12 h. Una vez terminado el tiempo de secado, se

tamizé por malla 100 (0.150 um de apertura) para su posterior analisis y utilidad.

5.5. Caracterizacion del almidon de malanga

5.5.1. Determinacion del grado de sustitucion (GS)

El Gs se define como el promedio, del nimero de sustituciones por unidad de anhidrido
glucosa, en el almidon. Se determino por titulacion, de acuerdo con el método propuesto

por Chiu et al, 2017, el cual consistié en pesar 5 g de almidon (bs), y se dispersé en 50

mL de agua destilada, con 25 mL de una solucion NaOH a 0.5 M. Posteriormente se
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sometio a agitacion por 24 h, una vez transcurrido este tiempo, se titulo la suspension

con una solucion estandar HCI 0.5 M, usando 2 gotas de fenolftaleina como indicador.

El Gs se calculé mediante las siguientes formulas:

%OSA — [(Vblanco_vmue:;/ra)(O.lx Mx100)]

Donde: V bianco = Volumen de HCI gastados durante la titulacion; V myestra= Volumen de HCI
gastados durante la titulacion de la muestra; M= molaridad de HCI; W= peso de muestra
tomada (g).

Gs se determind en base al porcentaje de sustitucion obtenido con la ecuacion 3

S = Mg X %O0SA
N Mwosa X 100—((Mypsa —1)x % OSA

Donde: M wg = al peso molecular del residuo de glucosa (162 g / mol); Mw osa = peso
molecular del OSA (210 g / mol).

5.5.2. Analisis estadistico para los GS del almidon

Se realiz6 un ANOVA simple para analizar los grados de sustitucion obtenidos en cada
experimento, con un nivel de confianza del 95 % (0.05 %) utilizando el programa Minitab
16. Se aplic6 una prueba de Tukey para evaluar si habia diferencias significativas entre

los experimentos evaluados.

5.5.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Esta técnica de FT-IR fue utilizada para corroborar la presencia del grupo funcional
(octenil succinico) en la estructura quimica del almidon modificado con OSA. El analisis

de FT-IR se llevd a cabo en un espectrofotometro e interferometro (marca dynascan, mod.

Espectrum 100, Perkin Elmer) mediante la reflexion total atenuada (ATR por sus siglas
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en inglés), los espectros fueron obtenidos con una resolucion de 4 cm™, en un rango de

4000-515 cm™ y un total de 20 barridos por muestra.

5.5.4. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Esta técnica se utilizo para obtener informacion referente a la morfologia de la superficie
del almidon de malanga nativo, a escala micrométrica. Para el estudio de microscopia
electronica de barrido (MEB), se utilizd un microscopio electrénico de barrido (marca
JEOL, mod. JSEM 35CX; Japan Electronic Optical Limited, Japon). Previamente, las
muestras se depositaron en una cinta con capa de carbon de 30 nm de espesor la cual fue
depositada al vacio (10-5 Torr) en una evaporadora JEOL. Las imagenes de los granulos

de almidon fueron capturadas a 5.0 x y 10 x.

5.6. Caracterizacion de las micro y nanoemulsiones

5.6.1. Preparacion de las fases de la emulsidn gruesa

La preparacion de las fases de la emulsion gruesa se realizd, de acuerdo con la
metodologia propuesta por Joe et al., 2012, Makur et al., 2012 con algunas
modificaciones menores. La fase oleosa de las nanoemulsiones aceite-en-agua (O/W), se
elaboro utilizando 4 % de aceite de naranja (marca: sigma-aldrich), y almidén modificado
de malanga en concentraciones de 97 y 214 mg /mL de aceite. Los componentes de esta
fase se mezclaron con agua bidestilada (fase acuosa).

5.6.2. Preparacion de la emulsion gruesa

La elaboracion de la emulsion gruesa (O/W) se realiz6 de acuerdo con el método
propuesto Abbas et al., 2014, el cual consistié en homogeneizar la fase oleosa y la fase
acuosa usando un mezclador de alta velocidad (Ultra-turrax T-25, marca Ika Works Inc.)
a 11000 rpm durante 2 min a temperatura ambiente, para tener el volumen total

emulsionado (80 mL).
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5.6.3. Preparacion de las nanoemulsiones por el método de ultrasonido

Las nanoemulsiones fueron elaboradas de acuerdo con la metodologia descrita por: Abbas
et al., 2014; Sugumar et al., 2015. Estas nanoemulsiones se obtuvieron con ayuda de un
equipo de homogenizacion ultrasonico (marca: Hielscher, Mod. UP200St de 200 W y 26
kHz), utilizando un sonotrodo de 26 mm de didametro. Para su preparacién se utilizaron
40 mL de muestra (emulsién gruesa), utilizando diferentes potencias (40, 60 y 80 W/mL)

y dos tiempos de sonicacion (7 y 10 min).

Se elaboraron primero las nanoemulsiones control utilizando almidon nativo (AN) y
posteriormente con almidén modificado (AMM-9), utilizando dos concentraciones de
almidon (97 y 214 mg), por lo cual para el caso de las nanoemulsiones elaboradas con
diferentes cantidades de AN se codificaron como: EAN-97 y EAN-214. Para las
nanoemulsiones elaboradas con AMM-9 estas fueron codificadas como: EAM-97 y
EAM-214. Las formulaciones fueron identificadas tal como se muestran en la Tabla 7.

Tabla 5. Formulacion de las nanoemulsiones utilizando diferentes concentraciones de

almidoén nativo y modificado.

Nanoemulsiones Concentracion del GS del almidoén

almidon (mg)

EAN-97 97 NP
EAN-214 214 NP
EAM-97 97 0.0250 + 0.0014
EAM-214 214 0.0250 + 0.0014

En este sentido el proceso de emulsificacién dio la pauta para visualizar la estabilidad de
las nanoemulsiones durante el almacenamiento y al mismo tiempo ver cémo influye la

concentracion de almiddén en su elaboracion utilizando ultrasonido.
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5.6.4. Estabilidad de almacenamiento

Se evaluo la estabilidad mediante el método propuesto Nejadmansouri et al., 2016 con
algunas modificaciones menores. Las nanoemulsiones fueron almacenadas durante un
periodo de 1 mes. Todas las muestras se colocaron en tubos de vidrios con tapa,

ligeramente sellados, y se almacenaron a temperatura ambiente.

5.6.4.1. Microscopia 6ptica de las emulsiones

Las emulsiones se agitaron suavemente en un tubo de vidrio antes del analisis para
asegurar que fueran homogéneos. Se coloco una gota (5 pL) de cada emulsién (con ayuda
de una micropipeta) en un portaobjetos de vidrio y luego cubierto con un cubreobjetos,
para para posteriormente ser observado al microscopio.

La microestructura de las emulsiones fue observada utilizando un Microscopio Trinocular
con lampara de mercurio (marca Proiser, mod. UB200i) equipado con un médulo de
camara de video. Las imégenes asi como la variacion del tamafio de gota fueron
adquiridas a través de una PC, utilizando el programa ISAS Proiser (sistema CASAS).
Este equipo cuenta con una camara, la cual maneja un procesamiento de imagen digital a
través de un Software ISAS V.1.

5.6.5. Medicion de la estabilidad de las nanoemulsiones

Se realizaron lecturas Opticas de las muestras, mediante la técnica de Dispersion Mdltiple
de la Luz (MLS por sus siglas en ingles), para determinar si presentaban algun fenémeno
de desestabilidad (sedimentacion, coalescencia, cremado y floculacion) a través del
tiempo. Estas lecturas opticas, se aplicaron a muestras almacenadas a temperaturas de 4
y 25 °C, (elaboradas a potencias de 40 y 60 W) empleando un equipo Turbiscan Lab
expert (Toulouse, Francia). Se vacié una alicuota (20 mL) de la nanoemulsion, en un vial
de vidrio de fondo plano (altura= 55 mm, volumen= 35 mL), se colocé en la celda del
equipo para su analisis. Donde la luz retrodispersada se presenté como una funcion de la
altura de la muestra. Se emple6 la funcién modo de referencia la cual sustrae la primera

curva (to) de las observaciones subsecuentes, transformandolas en una linea base. Las
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muestras se monitorearon el primer dia al tiempo 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24 h y posteriormente

se monitorearon cada semana (dia 7, 15, 23 y 30) hasta cumplir el mes.
5.6.6. Determinacion del tamafio de gota e indice de polidispersidad

El Didmetro medio de las gotas (MDD: Mean droplet diameter) y el indice de
polidispersidad de las gotas (PDI: Polydispersity index) de la nanoemulsién se determind
por triplicado, utilizando un Malvern Zetasizer (Marca: Malvern Instruments, Ltd,
modelo: ZS90) equipado con una tecnologia de dispersion de luz dinamica (DLS) y una
celda de Fourier (DTS0012). Las muestras fueron diluidas (1:200 uL de agua bidestilada)
antes de su medicion (esto con la finalidad de garantizar el libre movimiento browniano

de las gotas). Las muestras se equilibraron a 25 °C durante 1 min.

El indice de polidispersidad es una medida adimensional de la distribucién del tamafio
de gota, calculado a partir del analisis acumulativo de cada funcion de correlacién de la
muestra (Abbas et al., 2014). Esta funcion de correlacion es una combinacion del
coeficiente de difusion (Di) de cada gota que se convierte en gotitas de diametro (d;)
usando la ecuacion de Stokes-Einstein para obtener el tamafio de gotas presentes en la

nanoemulsion (Zhang et al., 2016):

Kb T
i = Ec. 4
3mnD;

Doénde:

kp: es la constante de Boltzmann (1.38 x102 m? kg s? k™)
T: es la temperatura absoluta

n: es la viscosidad.

Este indice proveerd informacion sobre la muestra: dado que los valores cercanos a 0
indican que la muestra es monodispersa asi como valores cercanos a la unidad indican

que la muestra presenta gran variedad de tamafios (Zhang et al., 2016).
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5.6.7. Potencial Z

El potencial Z ({) es determinado a través de la medicioén de la velocidad de las gotas
cuando son colocadas en un campo magnético aplicado, por tal motivo se determind la
carga eléctrica de las gotas de la nanoemulsion mediante la medicion de la movilidad
electroforéticaa 25 °C, en base a la metodologia propuesta por Zhang et al., 2016; Abbas
etal., 2014: donde se utilizé un equipo conocido como Malver Zetasizer (marca: Malvern
Instruments, Ltd, mod. ZS90) equipado con una celda capilar plegada (DTS 1070).

Las nanoemulsiones fueron diluidas 1:200 veces en agua bidestilada antes de cada
medicién, se monitore6 un tiempo 0, a las 6, 12, 24 h el primer dia, y posteriormente se
realizaron mediciones cada semana (dia 7, 15, 23 y 30) hasta cumplir el mes. Se
obtuvieron resultados con 3 réplicas cada uno. Donde los valores obtenidos se expresaron

en mV.

Se tomd como intervalo 30 mV (Positiva 0 negativa) como maximo para medir la
estabilidad de las nanoemulsiones en virtud de las cargas de las particulas. Indicando que
los potenciales zeta de 0 a + 30 mV indican inestabilidad, mientras potenciales zeta mayor
que 30 mV indican estabilidad (Sugumar et al., 2015, Rebolleda et al., 2015).

5.6.8. Analisis estadistico para las nanoemulsiones
Se realiz6 un ANOVA de dos vias para analizar los valores de tamafio de gota promedio
(TGP), diametro medio de gota (DMG), potencial Z, con un nivel de confianza del 95 %

(0.05 %) utilizando el programa Minitab 16. Se aplic6 una prueba de Tukey para evaluar

las diferencias significativas entre las muestras elaboradas.

56



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Primera etapa: caracterizacion del almidon modificado

En esta etapa se determind el grado de sustitucion (GS) de los almidones obtenidos en
cada uno de los experimentos, con la finalidad de seleccionar la muestra con el GS méas
alto para preparar las nanoemulsiones; ademas de estandarizar el método de modificacion
con OSA para el almidon de malanga. Posteriormente se realizd un analisis cualitativo
mediante MEB y FT-IR para verificar si se llevé acabo la modificacion con OSA en el

almidon.

6.1.1 Determinacion del grado de sustitucion (GS)

En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos para el GS del almidén de malanga
nativo (AMN) y las muestras de almidon modificado (AMM-1 a AMM-9) evaluadas para
el proceso de modificacion quimica con OSA. El valor minimo y maximo para el GS de
las muestras de almidon sometidas a modificaciéon fue de 0.0014 + 0.0005 y 0.0250 +

0.0014, respectivamente.

Tabla 6. Grados de sustitucion en muestras de almidon de malanga modificados con OSA

a partir de diferentes metodologias.

Muestra Grado de sustitucion (GS)
AMN NP
AMM-1 0.0014 + 0.0005¢
AMM-2 0.0023 + 0.0002%
AMM-3 0.0047 + 0.0001°®
AMM-4 0.0017 + 0.0001¢
AMM-5 0.0017 + 0.0001¢
AMM-6 0.0014 + 0.0002¢
AMM-7 0.0018 + 0.0001¢
AMM-8 0.0071 + 0.0026°
AMM-9 0.0250 + 0.0010°

*Promedio de tres repeticiones + el error estandar, NP: No presenta. Los valores que no
comparten una letra son significativamente diferentes (P <0.05).
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Los resultados de GS observados en esta investigacion fueron comparados con los
valores reportados por otros autores Song et al., 2006 (0.018 GS); Liu et al., 2008 (0.020
GS), Bello-Pérez et al., 2015 (0.016 GS) y Jiang et al., 2016 (0.036 GS), cuya finalidad
0 aplicacion es para grado alimenticio. EI GS maés alto (0.0250) fue observado en la
muestra AMM-9. Esto se debe al tiempo de reaccion y concentracion de almidén en
proporcién con el agua (p/p) utilizado en este experimento, lo cual garantiz6 una mayor
proximidad de las moléculas de OSA en los granulos de almiddn. Se ha reportado que los
grupos hidroxilos en el almidon son inmoviles, por lo que su reaccion dependera de la
proximidad de las moléculas de OSA con los grupos hidroxilos (Huber & BeMiller, 2001;
Boshale & Singhal 2006; Sweedman et al., 2013). Una posible explicacién a esto es que
el agua fue proporcional a la cantidad de almidon, lo que favorecio que los granulos de
almidon se hincharan durante la agitacion, provocando asi la difusion de las moléculas de
OSA dentro del granulo de almidén. Esto mostré que la concentracion de almidon en

proporcién al agua, fue un factor importante en el aumento del grado de sustitucion.

Otra variable importante fue el tiempo de reaccion (8 h). Se observé que la eficiencia del
proceso de modificacion quimica depende fuertemente del origen botanico del almiddn,
asi como del tamafio, morfologia, estructura y superficie del granulo, ademas de presentar
una composicion quimica diferente (en el contenido de amilosa y amilopectina); los
cuales son factores importantes en un proceso de modificacion quimica (Huber &
BeMiller, 2001; Wang & Wang, 2002; Hui et al., 2009 Rayner et al., 2012).

6.1.2. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se obtuvieron las micrografias mediante MEB (a diferentes resoluciones de 5.0 x y 10 x)
para el almidon nativo de malanga (AMN) y el maodificado con OSA (AMM-9) con
mayor grado de sustitucion (0.0250), ya que este valor se encontrd, dentro de los
reportados para grado alimenticio (ver Figura 12). El almid6n nativo de malanga, mostrd
granulos con formas poligonales e irregulares (Figura 12 B) y algunos granulos de formas
redondas (Figura 12 A) con un tamafio variado que va de 1 a 10 pum con una superficie
lisa. Estos resultados coinciden con lo reportado por Pérez et al., 2005, Njintang et al.,
2008 y Smisek et al., 2012, en almidon de malanga (Colocasia esculenta), quienes
observaron granulos de almidon de forma redondeada, elipsoidal-truncada y poliédrica

con tamafios que van de 0.5y 5.0 um, en almidén de malanga de la misma variedad.
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De forma general las imagenes obtenidas mediante MEB, mostraron que el almidon de
malanga posee granulos con formas poligonales e irregulares. Sin embargo los resultados
obtenidos para el almidon modificado con OSA mostraron que la modificacion causo
algunos cambios en la superficie de los granulos de almidon en comparacion con el
almidon nativo, ya que los granulos exhibieron superficies ligeramente rugosas y sus
bordes perdieron algo de definicién (Figura 12 C), ademas de que presentaron ligeros
poros hacia los lados del granulo (Figura 12 D); esto probablemente se debi6 a que el
OSA actué atacando primero la superficie, formando estos poros; estas caracteristicas
coinciden con las presentadas en la modificacion ( con OSA) del almidon de arroz indica,
maiz waxy, amaranto y papa ( Song et al., 2006; Bhosale & Singhal., 2006; Hui et al.,
2009; Sandhu et al., 2015). En este sentido, Sweedman et al., 2013 describieron que
mediante un analisis de espectroscopia fotoelectronica se puede corroborar que los grupos
funcionales que interactdan con el OSA (OH) se encuentran en la superficie del granulo

de almidon.
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A) C)

B) D)

Figura 12. Micrografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido (a diferentes
resoluciones) del almidén de malanga. Almidén nativo: A) 5.0 x: forma circular de
algunos granulos de almidén, B) 10 x. Almidon modificado con OSA (AMM-9): C) 5.0
X: granulos que exhibieron superficies ligeramente rugosas, D) 10 x: presencia de poros

en la superficie del almidon.
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6.1.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Para determinar si la esterificacion se llevo acabo, se analizaron las muestras de almidon
nativo de malanga (AMN) y almidén modificado (AMM-9) por FT-IR. Los resultados
se presentan en la Figura 13, donde los espectros de IR para el AMN y el AMM-9
mostraron perfiles similares. En la huella dactilar, se observaron bandas de absorcion
discernibles a 1220, 1155, 1000, y 980 cm, que se atribuyeron al estiramiento del enlace
C-O (Fang et al., 2004), también se observé una banda 1643 cm™, la cual de acuerdo con
Hui et al., 2009 y Song et al., 2006 se origina del agua ligada en la monocapa del almidon.
Otra banda caracteristica se presentd a los 3000 a 3700 cm™, que es atribuida a las
vibraciones de los grupos hidroxilos (O-H) (Zuluaga et al., 2009; Adel et al., 2010), la
cual fue observada también en AMM-9. Las bandas de absorcion observadas a 2931 cm’
! son atribuidas al estiramiento del C-H asociado con anhidroglucosa (Jiang et al., 2016;
Song et al., 2006).

Con respecto al AMM-9, se observo que la banda caracteristica de los grupos OH (3000
a 3700 cm™) disminuyd su intensidad después de la modificacion quimica con OSA. Esta
disminucion fue debida a la introduccién del grupo funcional del OSA (Octenil
Succinico) el cual sustituye a los grupos hidroxilos (O-H) a lo largo de la cadena del
almidon. Este puede ser confirmado con la presencia de una nueva banda de absorcién a
1735 cm™, lo que sugiere que en esta zona se llevd acabo la absorcion de los grupos éster
carbonilo de OSA.

Estos resultados corresponden con lo reportado por Hui et al., 2009 y Jiang et al., 2016,
quienes observaron la presencia de una nueva banda entre 1724 y 1727 cm™ en almidon
de papa y nanoparticulas de almidén de malanga (ambas modificadas con OSA), estas
fueron atribuidas a la formacion del grupo éster. Por otra parte, Robinsén & Robinson,
2001, reportan que la banda caracteristica de los grupos éster se encuentra dentro 1750-
1730 cm™.
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Figura 13. Espectro de FT-IR de muestras de almidén de malanga nativo (AMN) y
almidon de malanga modificado (AMM-9) con OSA (GS=0.025). En la parte superior
derecha se muestra la figura que representa el enlace éster caracteristico de la

modificacion con OSA.

6.2. Segunda etapa: Caracterizacion y estabilidad de las micro y nanoemulsiones.

En esta etapa, se realizé la seleccién de la muestra (AMM-9) de almidon modificado de
malanga (AMM), que present6 el valor més alto de GS (0.0250) para la preparacion de
las nanoemulsiones. Se evalu6 primero la estabilidad durante el almacenamiento (forma
visual separacion de fases) y tamafio de gota (microscopia Optica) de las micro y
nanoemulsiones cada semana durante un mes a una temperatura de 25 °C. Posteriormente
se evaluo la estabilidad de las nanoemulsiones por medio de la técnica de dispersion
multiple de la luz (MLS) utilizando Turbiscan Lab y Malvern Zetasizer para obtener el
tamafio de gota, indice de polidispersidad y potencial Z de las muestras preparadas y

almacenadas durante un tiempo de 30 dias a dos temperaturas (4 y 25 °C).
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6.2.1. Estabilidad de las nanoemulsiones en almacenamiento

Se realiz6 la preparacion de las muestras que serian evaluadas durante almacenamiento
por 30 dias (25 °C) a partir de AMN y AMM utilizando dos concentraciones (97 y 214
mg /mL de aceite), diferentes potencias de homogenizacién ultrasonica (40, 60 y 80 W)
y dos tiempos (7 y 10 min). Las muestras elaboradas fueron clasificadas como
nanoemulsion elaboradas con almidon nativo (EAN) y con almidon modificado (EAM).
Se realizd una evaluacion visual con respecto a la apariencia fisica y separacion de fases

de las muestras almacenadas.

En la Figura 14 se presentan Gnicamente las muestras (EAN y EAM) elaboradas con una
potencia de 60 W, ya que éstas presentaron diferencias fisicas mas notorias (ver anexo 1)
antes y después del periodo de almacenamiento (30 dias). Las EAN presentaron una
coloracion lechosa (Figura 14 A, B) después del proceso de homogenizacion ultrasénica
al tiempo cero (to), sin importar la concentracion (97 y 214 mg /mL de aceite) de AMN
utilizado. Por el contrario, las EAM evaluadas al to presentan una coloracion
semitransparente con pequefias particulas suspendidas a cualquiera de las dos
concentraciones utilizadas (97 0 214 mg / mL de aceite) de AMM (anexo Ill, Figura 14
C Y D). El tamafio de gota del aceite presente en un sistema de este tipo (emulsién) es
caracteristica de la coloracion que pueda presentar una muestra, una coloracién lechosa
en una emulsion se relaciona con tamafios de gotas grandes (por arriba de 1 um), por lo
cual puede presentar cierta inestabilidad durante el periodo de almacenamiento (ver anexo
I, 1) (Jafari et al., 2007; Abbas et al., 2014).
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A)EAN 97 mg B) EAN 214 mg

to Dia 30 to Dia 30
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C) EAM 97 mg D) EAM 97 mg

Figura 14. Iméagenes de las muestras preparadas por homogenizacion ultrasonica (P =
60 W), antes y después de su almacenamiento (30 dias a 25 °C). A): separacion
marcada de la fase oleosa, y B): fendmeno de cremacion; corresponde a nanoemulsiones
preparada almidon nativo (EAN) utilizando dos concentraciones (97 y 214 mg / mL de
aceite). C): perdida de color, y D): conservacion de color; corresponden a
nanoemulsiones preparada con almidon modificado (EAM) utilizando dos
concentraciones (97 y 214 mg / mL de aceite).
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La separacion de fases fue observada, durante las primeras horas de almacenamiento con
las muestras de las EAN, presentado signos de inestabilidad, debido al fendmeno
conocido como cremacion (Figura 14 B), en donde las particulas se concentran en la
superficie o en el fondo (dependiendo de la densidad relativa de las dos fases),
observandose una separacion muy notoria de la fase oleosa en la parte superior de la
muestra (EAN). Este comportamiento de inestabilidad es conocido como trifasico por
algunos autores (Panaras et al., 2011; Tigreen et al., 2013). Por el contario las muestras
(EAM) elaboradas con AMM favorecieron la homogenizacién y estabilidad de la fase
oleosa y fase acuosa, logrando estabilizar el sistema formulado (nanoemulsién). Sin
embargo, un fenébmeno importante observado durante el almacenamiento, fue la pérdida
de color para las muestras EAM 97 (Figura 14 C). Esta ligera disminucion de la turbidez
podria atribuirse a la pérdida por evaporacion y degradacion del aceite durante el
almacenamiento (Zhang et al., 2016; Nejadmansouri et al., 2016; Ozogul et al., 2017),
dejando de lado la parte microbioldgica; ya que se ha reportado que los aceites esenciales
(aceite de naranja) tienen excelentes propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
Ademas, de que se ha informado su efectividad contra un amplio espectro de bacterias y
hongos (Burt 2004; Weiss et al., 2009; Sugumar et al., 2015). Esto puede explicarse
debido a que las nanoemulsiones tienen un area superficial mayor, lo cual esta
influenciado por el tamafio de gota, lo que permite la transmision de luz sea mas facil,
ademas que si la concentracion de emulsionante no recubren completamente a las gotas

de aceite, estas pueden ser atacadas mas facilmente por la luz.

6.2.2. Variacion del tamafio de gota

Para evaluar si el efecto fisico de la coloracion y turbidez de las muestras (EAN y EAM)
analizadas visualmente en la seccion anterior, que estaba relacionada con el tamafio de
gota, se realizo el andlisis de las muestras mediante microscopia dptica. En la Tabla 7 se
presentan estos resultados del tamafio de gota promedio (TGP) para cada muestra
analizada, en funcién de la potencia de homogenizacion ultrasénica (40, 60 y 80 W) y

tiempo homogenizado (7 y 10 min).

El TGP de las muestras EAN elaboradas a 7 min de homogenizacion disminuyo (3.6364
a 0.765 um) al pasar de una potencia de 40 a 60 W, este mismo efecto puede ser

observado a un tiempo mayor (10 min) de homogenizacion con 40 y 60 W. Sin embargo,
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el TGP fue mas pequefio (2.870 a 0.243 um). Por el contario al utilizar una potencia
mayor (80 W) con tiempos de homogenizacion de 7 y 10 min el TGP para las muestras
preparadas aumentd ligeramente (1.032 y 0.462 um). Esto indicé que una potencia
intermedia (60 W) y un tiempo de 10 min, favorece mas la reduccion del tamafio de gota.
En caso contrario, al utilizar potencias muy altas (80 W) y tiempos mayores (10 min) el
sistema tiende a volver a generar gotas de tamafo superior (1.032 o 0.462 um) en
comparacion con potencias intermedias (60 W). Lo anterior puede ser debido al fendmeno
de sobre-procesamiento generado por el efecto de sonicacion el cual se acentda con
potencias mas altas (80 W) durante el proceso de emulsificacion (Kolb et al., 2001, Marie
et al., 2002, Jafari et al., 2007). Como consecuencia, aunque la entrada de energia fue
mayor durante la emulsificacion, no garantizé que el tamafio de gota fuera menor. Esto
se explica al hecho, de que durante la emulsificacion a alta presion hay un proceso
dominante de ruptura de gotitas que da como resultado un incremento en el area
superficial, lo cual provoca, que la nueva interfaz deba estabilizarse mediante la adsorcién
del emulsionante en la interfaz aceite/agua. Sin embargo, si la escala de tiempo de la
adsorcion del emulsionante en el aire es mas larga que la escala de las colisiones,
favorecidas por el flujo turbulento generado por la sonicacion, la gota no estara
completamente cubierta por el emulsionante, lo que conduce a una nueva coalescencia
(este resultado fue corroborado con la microscopia Optica en la siguiente subseccion), es
decir mayores tamafios de gotas. Ademas de una resistencia mecénica debil, en la
interaccidn del emulsionante en la interfaz de la emulsién, la cual puede ser responsable
de una recuperacion posterior (Karbstein et al., 1995; Sonneville et al., 2004; McClemets,
2012; Abbas et al., 2014; Orturk et al., 2016).
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Tabla 7. Tamafio de gota de emulsiones y nanoemulsiones formuladas con almidon de

malanga nativo (AMN) y modificado (AMM), utilizando diferentes tratamientos.

Muestra preparada con AMN Tiempo (min)
Potencia (W) 7 10
Tamafio (um) Tamafio (um)
40 3.6364 + 2.012 2.870 £ 1.54%
60 0.7659 + 0.39° 0.243 +0.02°
80 1.0320 + 0.49° 0.462 + 0.24

Muestra preparada con AMM

Potencia (W) 7 10
Tamaiio (um) Tamafio (um)
40 0.1804 £ 0.012 0.1796 £ 0.13%
60 0.0716 + 0.01° 0.0262 + 0.007"
80 0.1773 £ 0.02? 0.0953 + 0.01?

Nota. Estos resultados fueron obtenidos, mediante el sistema CASA (programa ISAS
PROISER). Los valores representan el promedio representativo de los tamafios de gota £
error estandar. Las diferencias significativas fueron evaluadas por el software Minitab
16 Statistical. Tukey, P > 0.05, n = 10. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencia estadistica significativa.

El TGP para las muestras EAM present6 una tendencia muy similar (disminucién de
tamafo de gota) comparadas con las EAN a una potencia 40 a 60 W, presentando valores
de TGP de 0,071 a 0.0262 um, sin embargo el andlisis estadistico demostro que no hay
diferencia significativa (P > 0.05) en cuanto al tiempo de homogenizacion ultrasonica (7
y 10 min), para ambas muestra (EAN y EAM). Al igual que en las muestras preparadas
con AMN, el TGP en las nanoemulsiones (0.243 £0.02 y 0.462 + 0.24 um), no mostraron
diferencias significativas, al pasar por una potencia (60 a 80 W), a un tiempo de 10 min.
En caso contrario las muestras EAM preparadas con AMM a 60 W a 7 y 10 min,
presentando tamafios de gotas mas pequefios 0.071 y 0.0262 um, fueron
significativamente diferentes en comparacion con las muestras tratadas a (40 y 80 W).
Esto indico que la potencia a 60 W eligiendo un tiempo de 10 min de homogenizado, fue
el tratamiento mas adecuado para reducir el tamafio de gota y con ello mejorar la
estabilidad de las fases (aceite/agua) para generar una nanoemulsiéon con un tamafio de

gota alrededor de los 0.0262 £ 0.007 um, esto también puede ser observado en la Figura
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15, donde se evaluo el efecto de la potencia y tiempo de sonicacion en la reduccion del

tamario de gota.

Figura 15. Efecto de la potencia y tiempo de sonicacion en la reduccién de tamafio de
gota de nanoemulsiones elaboradas a partir de almidén de malanga nativo (AMN) y
modificado (AMM) a diferentes tiempos (7 y 10 min).

Por otra parte cabe resaltar que el aumento en la potencia (80 W), de acuerdo con los
resultados obtenidos (Figura 15), mostraron un exceso en el procesamiento (sobre-
procesamiento), durante la elaboracion de las nanoemulsiones (EAN y EAM). Esto se
atribuyd a que la aplicacién de energia mecanica (80 W) fue excesiva para el volumen
de lamuestra (100 mL). Por lo que se debe tener en cuenta que el TGP final es el resultado
de un equilibrio entre la ruptura de las gotas (causado por el proceso de cavitacion) y la
re-coalescencia, como se ha venido mencionando (Trujillo-Cayado et al., 2017, Leal-
Castarieda et al., 2018).

6.2.3. Microscopia optica de las nanoemulsiones

El anélisis de microscopia Optica se realizo con la finalidad de corroborar y comparar los

resultados obtenidos de TGP que presentaron las muestras (EAN y EAM) elaboradas a
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10 min de homogenizacion ultrasonica. En la Figura 16 se presentan las imagenes de
microscopia Optica (20x) de las muestras antes mencionadas utilizando diferentes
potencias (40, 60 y 80 W). Los resultados mostraron diferencias importantes entre las
EAN y las EAM. Las nanoemulsiones elaboradas con AMM presentaron gotas mas finas
con una distribucion uniforme (Figura 16 B, D y F) para todas las potencias evaluadas,
mientras que las emulsiones elaboradas con AMN, exhibieron gotas voluminosas de
tamafio mayor (Figura 16 A, C y E), este comportamiento es debido al fendmeno de

floculacion y coalescencia.

El proceso de emulsificacién con ultrasonido utilizando potencias de 40 y 60 W fue
contundente en la reduccion del tamafio de gota. Esto es atribuido a la fuerza disruptiva
durante el proceso de homogenizacion ultrasonica, en la cual se generan fuerzas de
cizallamiento sobre las gotas de aceite y esto es més efectivo al aumentar la potencia (40
a 60 W). Este efecto de cizalla provoca la ruptura de los glébulos de aceite, generando
glébulos méas pequefios (Abbas et al., 2013; Sun et al., 2002; Soria & Villamiel, 2010).
Sin embargo, este efecto fue contrario al pasar de una potencia de 60 a 80 W, lo cual
puede atribuirse al fendmeno de cavitacion por medio del cual se genera este efecto de
cizallamiento provocado a mayor potencia un aumento importante en la temperatura, lo
cual pudiera estar provocando que los pequefios glébulos de aceite formados en un
principio, debido a su inestabilidad cinética, tienda a reintegrase nuevamente en globulos

grandes para alcanzar su estabilidad.

Es importante comentar que apartir de una examinacion visual no es posible concluir que
concentracion de almidon (modificado), potencia y tiempo es mejor para la estabilidad de
las nanoemulsiones (aceite-agua). Sin embargo, a partir de los resultados obtenidos
mediante la examinacion visual, se descartd la concentracion de almidon de 97 mg /mL
de aceite (ya que fueron las muestras que perdieron color durante el almacenamiento y
mostraron mayor separacion de la fase oleosa en las nanoemulsiones control (EAN). Por
tal motivo el estudio se redujo a la preparacién de nanoemulsiones con una concentracién
214 mg/mL de aceite y almidon a potencias de 40 y 60 W durante un tiempo de

homogenizado de 10 min, para los analisis.
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Figura 16. Imagenes de microscopia optica (20x) de las nanoemulsiones: A) elaboradas
con almidon nativo (EAN), B) con almidén modificado (EAM), utilizando un tiempo de
10 min y diferentes potencias (40, 60 y 80 W).
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6.2.4. Medicion de la estabilidad de las nanoemulsiones

El andlisis de la estabilidad utilizando el Turbiscan permite la caracterizacion de la
nanoemulsion sin dilucion, por lo que resulta adecuado para el control de calidad y la
optimizacion de la formulacion (Feng et al., 2016). Las mediciones del Turbiscan
proporcionan informacion de estabilidad o inestabilidad del sistema formulado en funcion
del tiempo (periodo de un mes). Se obtuvieron perfiles de retrodispersion delta (ABS %)
y transmision de luz (AT %) para las nanoemulsiones elaboradas a 40 y 60 W antes y
durante el periodo de almacenamiento, los resultados se presentan de manera grafica en
funcion del tiempo (t = 0) y el escaneo de la altura de la muestra (20 mL). Este analisis
permite identificar los fendmenos de inestabilidad en las nanodispersiones de aceite; tales
como la migracién de particulas (formacién de crema o sedimentacion) y variacion de
tamafos o agregados (coalescencia, floculacion) de acuerdo con lo que reporta Mengual
etal., 1999.

Los perfiles de transmision y retrodispersion de las nanodispersiones de aceite en agua
(O/W) elaboradas con AMM a distintas potencias (40 y 60 W) y almacenadas a dos
temperaturas (4 y 25 °C) se presentan en las Figuras 17-20, respectivamente. En donde el
eje X representa la altura del tubo (mm), el eje Y representa el porcentaje de luz de
transmision @ retrodispersada, los colores de las curvas corresponden al tiempo en dias
(eje Y secundario). En este sentido, todas las nanodispersiones presentaron una tendencia
lineal a través de tiempo, lo cual indica que existe migracion de particulas o gotas de
aceite en las muestras evaluadas. Se ha reportado (Feng et al., 2001; Leal-Castafieda et
al., 2018) que la intensidad inicial de la retrodispersién (ABS) en un tiempo inicial (t = 0)
esta relacionando con el tamafio y densidad de las particulas en sistemas emulsionados o
nanoemulsionados. En este sentido cuando solo existe una variacién en el tamafio de gota
(por ejemplo, coalescencia), los perfiles ABS siempre seran negativos, esto se explica con
el hecho de que cuando el tamafio de la particula o gota aumenta, la densidad de la misma
disminuye. Un caso contrario a esto, se presenta cuando en la nanodispersion se tiene el
fenémeno de migracion de particulas, en donde el menisco de las curvas de ABS,
detectara un valor positivo notandose la presencia de una fase cremosa y una regién
clarificada de la muestra en la parte inferior (valor negativo), tal como reportan algunos
autores (Palazolo et al., 2004; Pan et al., 2004).
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En la Figura 17, se presenta el perfil de transmision y retrodispersion de las
nanodispersiones O/W, elaboradas con AMM a 40 W y almacenadas a 4 °C. En esta se
puede observar que no hay cambios sustanciales en la retrodispersion, lo que significa
que la variacion del tamafio de gota durante el periodo de almacenamiento (30 dias) es
muy ligero y no se observd visualmente sedimentacion en el sistema formulado
(nanodispersion). Esto es razonable puesto que cuando este fendmeno aparece
(sedimentacion), se observa un aumento de retrodispersion frente al tiempo en el fondo
de la muestra (lado izquierdo del espectro) de forma similar a lo reportado por Shakeel &
Ramadan, 2010. Al comparar las nanodispersiones realizadas con 40 y 60 W (Figuras 17
y 18) almacenadas a 4 °C, se puede apreciar que la nanoemulsion preparada con 60 W
tienen mejor estabilidad en comparacion con las preparadas a 40 W de potencia, esto
debido a la altura que presentan en ABS, con una separacion de las bandas muy marcada,
esto también se puede corroborar con la tendencia que muestran las graficas de AT %
(transmision de luz), con valores de 0 a 10 y de 0 a 20 para la nanodispersion preparada
a 60 W. De acuerdo con la ley de Mie (del ABS), el tamafio de gota aumenta cuando el
didmetro de la gota es mayor a 0.5 pm (Mengual, 1999, Pizzino, 2009). Por tal motivo no
hubo cambios significativos en la estabilidad de las nanoemulsiones (40 y 60 W) después
de 30 dias de almacenamiento a 4 °C y 25 °C (Figuras 18-20). Esto fue corroborado con
la medicion del didametro medio de gota presentado en la siguiente seccion tamarfios de

gotas.

En el caso de las nanodispersiones preparadas con 40 y 60 W (Figura 19 y 20)
almacenadas a 25 °C, se pueden apreciar un aumento en los valores de ABS (Oa-6y0a
-10) con forme aumenta el tiempo y la temperatura de almacenamiento. Esto se puede
observar también en los valores de AT % que van de 0 a 13 y 0 a 23 para las
nanoemulsiones preparadas a 4 °C y 25 °C respectivamente. Esto sugiere que la
temperatura de almacenamiento es muy importante para este tipo de sistemas pues de ello

depende también la estabilidad de una nanoemulsion.
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Figura 17. Perfiles de transmision y retrodispersion de nanoemulsiones O/W estabilizadas con AMM, evaluadas a una temperatura de
4 °C y utilizando una potencia de ultrasonido de 40 W en funcion del tiempo de almacenamiento.
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Figura 18. Perfiles de transmision y retrodispersion de nanoemulsiones O/W estabilizadas con AMM, evaluadas a una temperatura de

4 °C y utilizando una potencia de ultrasonido de 60 W en funcion del tiempo de almacenamiento.

74



Incremento Transmision & Retro-Dispersion -E
|
|

=
=
| @
=
=
o
=
—
1 &
=
=
—

HA A 00d:00k:00m
= e e e
10
) 00d:00k:1 3rm
9 Y
g 0 e L T T 00d:00h:56rm
-
] e
10 00d:01h:56m
T 00d:03h:A7m
=20
00d:05h:56rm
2 — - 01d:00h:02m
0 e 084:02052m
& 150:03h:00m
% -
4 .
d ] 220:03h:20m
-5_IiIIIIIII“Il““““il““““iIIIIIIIII}IIII|I|||||||||||||||||||||||||||||||||||||zgd:mh:wm
] ] 10 15 20 25 30 35 40

Altura (mm)

Figura 19. Perfiles de transmision y retrodispersion de nanoemulsiones O/W estabilizadas con AMM, evaluada a una temperatura de
25 °C y utilizando una potencia de ultrasonido de 40 W en funcién del tiempo de almacenamiento.
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Figura 20. Perfiles de transmision y retrodispersion de nanoemulsiones O/W estabilizadas con AMM, evaluada a una temperatura de

25 °C y utilizando una potencia de ultrasonido de 60 W en funcion del tiempo de almacenamiento.
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6.2.5 Determinacion del diametro medio de las gotas.

Las nanoemulsiones poseen tamafios de gotas extremadamente pequefios (100 a 200 nm) y
baja polidispersidad, ventajas que permiten una mejor estabilidad, comparado con las
emulsiones convencionales o microemulsiones. Por lo tanto, el didmetro medio de gota
(DMG) en la formulacién de una nanoemulsiones es un parametro importante para definir la
aplicacion y estabilidad de las mismas. En la Figura 21 se muestran los resultados del DMG
para las nanoemulsiones EAM, tratadas con distintas potencias de sonicacion (40 y 60 W),

durante su almacenamiento (30 dias) a dos diferentes temperaturas (4 °C y 25 °C).

En esta gréafica se puede apreciar, que las nanoemulsiones elaboradas con una potencia de 40
W almacenadas a 4 °C, tuvo un mejor resultado, al tener DMG menor (165. 8 £ 3.8 nm) en
comparacion con las otras muestras, sin embargo el analisis estadistico (P < 0.05) no mostro6
diferencias significativas con las muestras elaboradas a 60 W, almacenadas a 4 °C (DMG=
178.6 £ 2.3 nm) y 25 °C (DMG= 175.3 + 8.1 nm). Esto probablemente se debio, al efecto de
la energia cinética provocada, por el aumento en la potencia de sonicacion (Kaltasa et al.,
2014). Por el contrario, la muestra preparada a una potencia de 40 W y almacenadas a 25°
presenta un cambio sustancial (DMG mayor) con forme aumentdé el tiempo de

almacenamiento.

El aumento del DMG para esta formacién durante el almacenamiento (primer dia hasta el
final de su almacenamiento) fue de 161-567 nm. Este comportamiento del aumento en el

DMG exponencial, es atribuido a dos factores:

Primero: ElI fendmeno de agregacion de las gotas durante el almacenamiento. Algunos
autores (Zhao et al, 2015, Zhang et al., 2016; Leal-Castarieda et al., 2018) han especulado
que los agregados de las gotas son causados por: floculacion de las gotitas o concentracion

de gotitas de aceite durante la sublimacion del agua por efecto de la temperatura (25 °C).
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Segundo: El efecto de la temperatura propicio el aumento en el tamafio de gota debido al
movimiento disperso de las gotas a través de la fase continua, lo cual puede originar un mayor

namero de colisiones entre las gotas de aceite.

2522 +79.9°

1753+ 8.1
178623
165.8+ 3.8

Figura 21. Efecto de la temperatura (4 y 25 °C) y potencia de sonicacion (40 y 60 W)
sobre el tamafio de gota de las nanoemulsiones durante el periodo de almacenamiento (30
dias). Las diferencias significativas fueron evaluadas comparando los promedios

representativos de cada tratamiento. Tukey, P < 0.05, n=10.

En este sentido Nejadmansouri et al. (2016), reportd que la temperatura tiene influencia
directa en la movilidad de las gotas de aceite, la cual puede ser mayor a temperaturas mas
elevadas (25 °C). Por esta razon, la muestra almacenada a 25 °C y preparada con una potencia
de 40 W, present6 DMG mayor, en comparacion con las demas muestras preparadas.Sin
embargo, se puede observar que la nanoemulsion preparada a 60 W de potencia y almacenada
(25 °C) bajo las mismas condiciones no presenta un aumento significativo del DMG (175.3
+ 8.1 nm) despues del dia 7, en comparacién con la muestra preparada a 40 W (252.2 £ 79.9
nm). Esto se debe a que la potencia de homogenizacion fue lo suficientemente efectiva para
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reducir el tamafio de gota en la nanoemulsion para brindar mejor estabilidad durante el

periodo de almacenamiento.

Por otra parte, cabe resaltar que el aumento en el tamafio de particula se debe al movimiento
browniano de las gotas dispersas a través de la fase continua (agua), este movimiento se
agudiza més con el aumento de la temperatura. En este sentido la repulsion electrostatica es
un factor clave para estabilidad durante el almacenamiento de una nanoemulsion. Se ha
reportado que valores de repulsion electrostatica altos generan mejor estabilidad, mientras
que valores de repulsion electrostatica bajos inducen los fenémenos de inestabilidad como;
floculacién/coalescencia de las gotas de aceite (Tcholakova et al., 2006; McClements, 2015).
Por tal motivo, se realizé el analisis del potencial Z (-{) para evaluar este parametro en las

nanoemulsiones elaboradas.

6.2.6. Mediciones del potencial - de las nanoemulsiones

El potencial zeta (€) o potencial electrocinético es un pardmetro fundamental utilizado en el
estudio de las interacciones, repulsion o atraccion de particulas en suspension en un liquido.
El potencial-£ permite el estudio de la estabilidad de suspensiones coloidales, emulsiones y
nanoemulsiones, por tal motivo este analisis fue utilizado para evaluar las fuerzas de
repulsion entre particulas del almidon y las gotas de aceite presentes en las nanoemilsiones,
ya que la mayoria de los sistemas acuosos coloidales se estabilizan a traves de la repulsién
electrostatica. Cuanto mayor sea la fuerza de repulsion entre las particulas, menor seré la
probabilidad de que se acerquen y formen agregados. En forma tedrica, si el valor absoluto
del potencial-{ esta por debajo de £ 30 mV, una nanoemulsion puede exhibir establidad
parcial o debil, lo cual puede dar lugar a fénomenos como aglomeracion o floculacién,
mientras que a valores mas altos (£ 30 mV) de potencial-¢, las nanoemulsiones formuladas
pueden presentar mejor estabilidad (Abbas et al., 2014, Salvia-Trujillo et al., 2015; Sugumar
et al., 2015; Guerra-Rosas et al., 2016).

Los resultados del potencial-{ (carga superficial de las gotas de aceites) de las

nanoemulsiones O/W formuladas con AMM, utilizando diferentes potencias de ultrasonido
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(40 y 60 W) y dos tiempos de almacenamiento (4 y 25 °C) se muestra en la Figura 22. En
este estudio todos los resultados fueron negativos, lo que puede estar relacionado con la
presencia de grupos cargados negativamente (grupos carboxilos) en las moléculas del
almidon modificado, grupos funcionales donados por el reactivo utilizado (OSA) para la

modificacion del almidén (Nilsson & Bergenstahl, 2007, Sweedman et al., 2013).
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Figura 22. Potencial- de las nanoemulsiones O/W formuladas con AMM, utilizando
diferentes potencias de ultrasonido (40 y 60 W) y dos tiempos de almacenamiento (4 y 25
°C). A). Nanoemlsién elaborada 40 W almacenadas a 4 °C, B). 40 W-25 °C, C). 60 W-4 °C,
D). 60 W-25 °C. Valores seguidos por las mismas letras dentro de la misma serie no son

significativamente diferentes. Tukey (P < 0.05).

80



El valor inicial y final de potencial-{ para las nanoemulsiones preparadas con 40 W y
almacenadas a 4 y 25 °C fueron los siguientes: 25.76 + 0.84, 22.03 + 1.32 y -25.96 + 0.70, -
20.3 + 0.05. Estos resultados mostraron que a 4 °C las nanoemulsiones son mas estables, en
cuanto a la variabilidad del potencial-{ durante el tiempo de almacenamiento (ver la Figura
22 A, B). En caso contrario, las nanoemulsiones almacenadas a 4 °C y 25 °C aplicando una
potencia de 60 W no presentaron diferencias significativas, entre la fluctuacion de sus
valores, a traves del tiempo (30 dias). Donde el valor inicial y final del potencial-¢, fue: 25.93
+ 1.03, -25.7 + 0.84 y -25.9 = 0.03, -23.5 + 0.69 respectivamente. Esto indico que la
estabilidad estuvo en funcién de la potencia aplicada, al no presentar diferencias
significativas en el potencial-{ a través del tiempo, durante su almacenamiento a 4 y 25 °C
(ver la Figura 22 C y D).

Cabe resaltar que a pesar de que las cargas eléctricas de las nanoemulsiones se encontraban
por debajo -30 mV, el tamafio de gota presentado fue suficiente para evitar los fendmenos de
inestabilidad durante el tiempo de almacenamiento, esto coincide con lo reportado por otros
autores (Rebolleda et al., 2015, Guerra-Rosas et al., 2016).

En este sentido Zhao et al., 2015, reportd valores de potencial-{ entre -27.2 a -29.7 mV
(negativamente bajos) para emulsiones elaboradas con distintos aceites esenciales (canola,
naranja y maiz), concluyendo que con dichos valores de potencial-{ no se observo
inestabilidad en las emulsiones. Por otro lado, Lieberman, et al., 1996, reporté un valor
absoluto del potencial-{ de -25 mV, observando, en este caso, fendmenos de inestabilidad
(floculacidn y sedimentacién) en las emulsiones. Por lo tanto, se puede deducir que persisten
las altas fuerzas de repulsién (debido a las condiciones estéricas o poliméricas) entre las gotas
de la emulsién para una buena estabilidad fisica. En este sentido se ha reportado que el
fendmeno de floculacion en las emulsiones es un proceso reversible, que en su mayoria no
es perjudicial para la desestabilizacion fisica de la emulsion, por lo que debe importar que no

se presente coalescencia (Rayner et al., 2014, Chauvierre et al., 2004 y Palazolo et al., 2005).
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CONCLUSIONES

Las condiciones de modificacion con OSA efectuadas en el experimento 9 (concentracion
(30g de almidon en bs), H2O (100 mL), tiempo de reaccion (8 h)) fue la més adecuada para
modificar el almiddn ya que esta presento el valor mas alto de GS (0.025), en comparacion

con los demas experimentos (AMM-1-8).

El analisis de microscopia electrénica de barrido del almidon modificado permitio observar

que la modificacién con OSA afecta superficialmente la estructura del almidon.

La espectroscopia FT-IR mostro la vibracidn caracteristica de los grupos éster carbonilo del

almidén modificado con OSA mediante una banda de absorcién en 1735 cm™.

Las nanoemulsiones elaboradas con una concentracion de 214 mg /mL de aceite de AMM,
presentd mejor estabilidad, ya que no se observaron cambios en su apariencia fisica durante

el almacenamiento.

EL analisis de microscopia Optica de las nanoemulsiones elaboradas con AMN, permitié
observar la presencia de fendmenos de desestabilizacion (cremado, floculacion y
coalescencia) a tiempos muy prematuros (1% dia de almacenamiento), a diferencia de las
nanoemulsiones EAM, las cuales permanecieron estables durante el periodo de

almacenamiento de un mes.

El almidon de malanga modificado con OSA (GS= 0.025), utilizado como estabilizador en
en las nanoemulsiones (O/W), mejoro la estabilidad de las muestras con respecto a su

almiddn nativo.

El TGP mostré que las nanoemulsiones elaboradas con almidén modificado, utilizando una
potencia de 60 W a un tiempo de 10 min, son mas estables, al poseer un tamafio de gota
(0.0262 + 0.007 um) menor a las elaboradas con almidén nativo (0.243 + 0.02 um). Indicando

que la potencia aplicada es un factor clave para la reduccion del tamafio de gota.
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El analisis DMG mostro que las muestras elaboradas 60 W resultaron ser mas estable al no
mostrar diferencia significativas en el DMG durante su almacenamiento a 4 °C (178.6 + 2.3
nm) y 25 °C (175.3 = 8.1) en comparacion las muestras elaboradas a 40 W almacenadas a 4
°C (165.8 £3.8nm) y 25°C (252.2 £ 79.9 nm).

Aunque los valores de potencial-{ de las nanoemulsiones se encontraron por debajo de + 30
mV, marcando signo de inestabilidad, las cinéticas obtenidas mediante la retrodispersién y
transmision de luz revelo que la estabilidad de la emulsion estuvo en funcion del tamafio de

gota.
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PERSPECTIVAS

Debido a las caracteristicas cualitativas (FT-IR y MEB) presentadas en el almidon
modificado con OSA, se sugiere realizar estudios para evaluar el efecto de la modificacion

en la estructura molecular del almidon.

Para la formulacion de las nanoemulsiones es necesario tener un buen manejo de las
condiciones de elaboracion (temperatura, proceso de homogenizacion e incorporacion de las

fases para el sistema agua/ almiddn/ aceite.

También es conveniente efectuar el estudio de comportamiento de fases (acuosa y oleosa),
asi como la viscosidad de las nanoemulsiones, para las concentraciones de almidén

modificado utilizados en este trabajo.

Estudios previos acerca de la estabilidad de las nanoemulsiones con almidén modificado con
tamafos de particula menor (178.6 + 2.3 nm) al utilizado en este trabajo. Con base a esto se
sugiere utilizar métodos de hidrolisis acida para disminuir el tamafio del almidén de malanga

y evaluar como el tamafio influye en las propiedades emulsificantes de estos hirdolizados.
Dentro de las actividades que podrian realizarse a futuro se encuentra la evaluacién de las

nanoemulsiones a nivel micelar, para su posible utilizacion en la encapsulacion de

compuestos bioactivos.
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ANEXOS

ANEXO I. Iméagenes de las nanoemulsiones preparadas con diferentes concentraciones
de AN (97 y 2014 ug), tiempos (7 y 10 min) y potencias de sonicacion (40, 60 y 80 W)

antes de su almacenamiento.

Potencias de sonicacion (W)

40W 60 W 80W

Microemulsiones
EAN-97

Microemulsiones
EAN-214

97



ANEXO I1. Imagenes de las nanoemulsiones preparadas con diferentes concentraciones
de AMN (97 y 2014 ug), tiempos (7 y 10 min) y potencias de sonicacion (40, 60 y 80
W) despues de 30 dias de almacenamiento.

Potencias de sonicacion (W)

to 40W 60 W 80W

Microemulsiones
EAN-97

Microemulsiones
EAN-214
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ANEXO I11. Imagenes de las nanoemulsiones preparadas con diferentes concentraciones
de AM (97 y 2014 pg), tiempos (7 y 10 min) y potencias de sonicacion (40, 60 y 80 W)

antes de su almacenamiento.

Potencias de sonicacion (W)

40W 60 W 80 W

Nanoemulsion
EAM-97

Nanoemulsion
EAM-214
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ANEXO IV. Iméagenes de las nanoemulsiones preparadas con diferentes concentraciones
de AN (97 y 2014 pg), tiempos (7 y 10 min) y potencias de sonicacion (40, 60 y 80 W)
despues de 30 dias de almacenamiento.

Potencias de sonicacion (W)

to 40W 60 W 80 W

Nanoemulsiénes
EAM-97

Nanoemulsiones
EAM-214
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