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RESUMEN

La vainilla (Vainilla planifolia) es considerada como
el saborizante de mayor importancia en el mundo. Sin
embargo, su aplicacion en alimentos esta limitada, ya que
se comercializa principalmente como extractos etandlicos,
debido a su naturaleza lipofilica. El objetivo de este trabajo
fue elaborar nanoemulsiones de vainilla libre de alcohol, a
partir de un extracto natural mediante homogenizacion por
altas presiones, como estrategia para mejorar su solubilidad
y estabilidad. El efecto de la presidn y el nimero de ciclos se
evaluaron mediante un disefio factorial de 23*3. Las emulsio-
nes 6ptimas se almacenaron a 15, 25y 35 °C durante 42 dias.
A las emulsiones obtenidas se les evalué tamafno de particula
e indice de estabilidad (TSI). La formulacidon éptima para
generar una emulsion estable sin azucar requirié 5 ciclos a
una presién de 40 MPa, mientras que para la emulsién con
azucar fueron necesarios 9 ciclos a una presién de 20 Mpa,
con un contenido de 17 % de glicerol. La emulsién se mantu-
vo estable a 15y 25 °C durante 42 dias. Los hallazgos de este
estudio conduciran a la posibilidad de que esta formulacion
se utilice como uno de los métodos para mejorar su solubili-
dady estabilidad.
Palabras clave: Vainilla planifolia, emulsion, alta presion,
estabilidad.

ABSTRACT

Vanilla (Vanilla planifolia) is considered the most
important flavoring in the world. However, its application in
foods is limited, since it is mainly commercialized as ethano-
lic extracts, due to its lipophilic naturalization. The objective
of this work was to elaborate alcohol-free vanilla nanoemul-
sions, from a natural extract by means of high pressure
homogenization, as a strategy to improve its solubility and
stability. The effects of pressure and number of cycles were
evaluated by means of a 23*3 factorial design. The optimal
emulsions were stored at 15, 25 and 35 °C for 42 days. The
obtained emulsions were evaluated for particle size and
stability index (TSI). The optimum formulation to prepare a
stable emulsion without sugar required 5 cycles at a pressure
of 40 MPa, while for the emulsion with sugar, 9 cycles were
necessary at a pressure of 20 MPa; with a content of 17 %
glycerol. The emulsion remained stable at 15 and 25 °C for
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42 days. The findings of this study will lead to the possibility
for the use of this formulation as a method to improve its
solubility and stability.

Keywords: Vanilla planifolia, emulsion, high pressure, stabil-

ity.

INTRODUCCION

La vainilla es considerada como uno de los saborizan-
tes mas populares del mundo; es obtenida principalmente
de Vanilla planifolia, una especie de orquidea trepadora tro-
pical. México es el centro de origen y su domesticacion, pero
actualmente se cultiva en muchos paises (Gonzalez-Arnao
et al., 2009). La vainillina natural se extrae de las vainas de
vainilla mediante un proceso de extraccion de alcohol etilico
adecuado. La FDA definié un extracto de vainilla como una
solucién que contiene no menos de 35 % de alcohol etilico
extraido de 13.35 oz de vainas de vainilla y que contiene mas
de 25 % de humedad en un galén de producto terminado,
y sin adicién de vainillina sintética (Waliszewski et al., 2007).

El sabor y aroma caracteristico del extracto de vainilla
es desarrollado en las vainas debidamente curadas, y es el
resultado de una serie de transformaciones bioquimicas,
donde se han identificado mas de 200 componentes, siendo
el acido p-hidroxibenzoico, el p-hidroxibenzaldehido y el
acido vainillico los principales compuestos que le otorgan el
sabor y el aroma caracteristico a vainilla (Sostaric et al., 2000;
Sinha et al., 2007; Khoyratty et al., 2018).

Se usa regularmente en la industria artesanal, tabaco,
cosméticos, farmacéutica, de alimentosy bebidas (Sinhaetal.,
2007). Sin embargo, debido a su naturaleza moderadamente
lipofilica, generalmente es utilizada como extracto etanélico,
lo que limita su uso dentro de la industria alimentaria. El uso
de emulsiones, es una estrategia tecnolégica que permite
mejorar la solubilidad en agua y reducir la degradacién o
disminucién de aroma, sabor y propiedades fisicoquimicas,
nutricionales y funcionales durante el procesamiento y alma-
cenamiento, proporcionando durabilidad y proteccién frente
a factores externos como calor, luz y humedad (Jafari et al.,
2017).

Las emulsiones de acuerdo con su tamafo de parti-
culay propiedades se pueden clasificar en macroemulsiones
de diametros de gota mayores a 1 um, microemulsiones de
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didmetros de gota en el rango entre 10y 50 nm, y nanoemul-
siones con un tamano de gota tipicamente entre 20 nmy 500
nm (Yal¢indz y Ercelebi, 2018).

La formulacién de nanoemulsiones consiste en mez-
clar al menos tres componentes, siendo fase oleosa y acuosa
mads un estabilizador. En general, las nanoemulsiones se
pueden preparar utilizando métodos de alta o baja energia
(Anton et al., 2008). Los métodos de baja energia se basan
en la formacién espontanea de diminutas gotas de aceite
dentro de sistemas mixtos de aceite, agua y emulsionantes
cuando se alteran la solucidn o las condiciones ambientales,
como la composicion o la temperatura (Qian y McClements,
2011). Mientras que, los métodos de alta energia, consisten
en aplicar altas fuerzas disruptivas con dispositivos mecani-
cos, como homogeneizadores de alta presién o sonificado-
res, capaces de provocar la rotura de las gotas de aceite y
dispersarlas en la fase acuosa (Tadros et al., 2004).

La estabilidad de las nanoemulsiones se puede me-
jorar incorporando estabilizadores como tensoactivos de
moléculas pequenas (Tweens o Spans), polisacaridos (goma
arabiga o almidén modificado), fosfolipidos (lecitina de soya,
huevo o lacteos) y proteinas anfifilicas (caseinatos o aislados
de proteina de suero); también se pueden utilizar modifica-
dores de textura, empleando sustancias que aumentan la
viscosidad como proteinas (aislados de proteina de suero,
gelatina o aislados de proteina de soya), polisacaridos (ca-
rragenanos, xantana, pectina, alginato), polioles (sorbitol o
glicerol) y azlcares (jarabe de maiz con alto contenido de
fructosa o sacarosa) (Salem y Ezzat, 2009).

No obstante, el disefio exitoso y su estabilidad, depen-
den de una serie de factores, como la seleccién adecuada de
los componentes de la mismay el método de procesamiento.
(Kralova y Sjoblom, 2009). Por lo que el objetivo de este estu-
dio fue optimizar la formulacién y el proceso de emulsifica-
cién de vainilla generadas por altas presiones a partir de un
extracto no alcohdlico, y estudiar su estabilidad.

MATERIALES Y METODOS

Todos los compuestos quimicos y solventes utilizados
fueron grado analitico o HPLC: 4cido acético glacial (Baker),
Metanol (Burdick y Jackson®), Agua (Burdick y Jackson®),
Etanol (Merck) y Glicerol (Golden Bell). Los estandares de

Tabla 1. Formulaciéon de las emulsiones de vainilla con y sin azucar.
Table 1. Formulation of vanilla emulsions with and without sugar.

vainillina, acido vainillico, p-hidroxibenzaldehido y acido
p-hidroxibenzoico, fueron obtenidos de Sigma (Sigma Che-
micals, St. Louis, MO). Los emulsificantes empleados fueron
lecitina de Soya (Pronot ultra), Tween 20 (Sigma) y Goma
Guar (Sinergum).

Disefio experimental

El estudio se llevé a cabo en dos etapas. En la primera
etapa, se evalué el efecto de la formulaciéon (Tabla 1), y pro-
cesamiento sobre la estabilidad de las emulsiones durante
7 dias. En la segunda etapa, las emulsiones 6ptimas fueron
almacenadas a temperaturas controladas, 15, 25y 35 °C, du-
rante 42 dias, para estudiar el efecto de la temperatura sobre
la estabilidad de la emulsién.

Para desarrollar una formulacién éptima de emulsio-
nes de vainilla preparadas por altas presiones, se realizé un
disefo de experimentos 233, por lo que en la primera etapa
se evaluo el concentrado de vainilla con y sin aztcar (dos va-
riables), presién, nimero de ciclos y concentracién de glicerol
(3 niveles) * 3 temperaturas de almacenamiento. En la Tabla
2, se muestra el tratamiento que recibié cada una de las 24
emulsiones, evaluando la concentracién de glicerol, presion
y el nimero de ciclos en las emulsiones con y sin azucar.

Concentrado de vainilla

Para eliminar el etanol presente en el extracto de
vainilla, se realizé un proceso de evaporacion a un lote de 60
L de extracto alcohélico de vainilla con un equipo rotavapor
(BUCHI R-210, Biichi Corp., New Castle, DE), ejerciendo una
evaporacién al vacioen unrango de 7 a 2.5 kPa y temperatura
constante de 25 °C, procesando 1 L/h de extracto de vainilla
con alcohol.

Analisis cromatografico

Se efectud la cuantificacion de los componentes
quimicos presentes en el extracto alcohélico de vainilla por
HPLC, de acuerdo con lo descrito en el Método Oficial de
la AOAC 990.25 (AOAC, 1996), con algunas modificaciones.
Las separaciones de cromatografias de HPLC se realizaron en
un equipo Waters (Milford, MA) a un flujo de 1 mL/min, usando
una bomba binaria Waters 1525, deteccion a 254 nm con
un detector UV-visible Waters 2487. Se inyectaron 10 pL de
muestra mediante un auto-muestreador Waters 717 plus. La

Composicion (%)

Formulacion Concentrado de Vainilla Lecitina Tween 20 Goma guar Glicerol Azucar Agua
A 335 0.5 1.0 0.25 35 5 56.25
B 335 0.5 1.0 0.25 3.5 = 61.25
@ 335 0.5 1.0 0.25 7 5 52.75
D 335 0.5 1.0 0.25 7 = 57.75
E 335 0.5 1.0 0.25 10 5 49.75
F 335 0.5 1.0 0.25 10 = 54.75
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Tabla 2. Disefio experimental para la preparacion de emulsiones a partir de
concentrado de vainilla con y sin azUcar.

Table 2. Experimental design for the preparation of emulsions from vanilla
concentrate with and without sugar.

Presion ity Glicerol
Emulsion Formulacion (MPa) (%)
1 A 20 5 3.5
2 C 40 5 7
3 E 20 5 10
4 A 40 5 3.5
5 C 20 5 7
6 E 40 5 10
7 A 20 9 35
8 C 20 9 7
9 E 20 9 10
10 A 40 9 35
11 C 40 9 7
12 E 40 9 10
13 B 20 5 3.5
14 D 40 5 7
15 F 20 5 10
16 B 40 5 3.5
17 D 20 5 7
18 F 40 5 10
19 B 20 9 3.5
20 D 20 9 7
21 F 20 9 10
22 B 40 9 3.5
23 D 40 9 7
24 E 40 9 10

fase movil se formé por gradiente con 800 mL agua con 1 mL
acidoacéticoenlabombaBy95 % de metanol en labomba A.
El programa comienza con 100 % de By pasa a 95 % de A en
35 min; se mantiene por 5 min mas y se regresa a la condicion
inicial. Se utiliz6 una columna de fase reversa C18 Dionex
(Sunnyvale, CA) de 4.6 mm x 150 mm, con 5 pm de tamano
de particula. Previo a la inyeccidn, se realizé una dilucion 1:10
de la muestra en etanol al 99.9 % en un matraz aforado de
10 mL, y fue filtrada a través de microfiltros de membrana
de 0.45 pym de polifluoruro de vinilo (PVDF, Millipore Corp.,
Bellington, MA).

Preparacién de las emulsiones

Siguiendo la metodologia de Monroy (2013), con
algunas modificaciones, se prepararon pre-emulsiones, con
azucar (5 %) y sin azucar, con un homogeneizador tipo rotor-
estator UltraTurrax T-25 (IKA Werke, Stauffen, Alemania) a
15,000 rpm durante 5 min a 15 °C, mezclando lecitina de soya
(0.5 %), Tween 20 (1.0 %), goma guar (0.25 %), concentrado
de vainilla (33.5 %), glicerol (3.5, 7 y 10 %), y agua, de acuerdo
con lo descrito en la Tabla 1. La emulsién final se preparé con
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un homogeneizador de piston de alta presién APV 1000 Lab
Series (Crawley, West Sussex, UK). Las condiciones de trabajo
se muestran en la Tabla 2.

Medicion del tamaiio de particula

El tamafio medio de particula de las emulsiones se de-
terminé de acuerdo con lo descrito por Qian y McClements
(2011), con algunas modificaciones, mediante dispersion
de luz dindmica (DLS), utilizando un equipo Zetasizer Nano-
7590 (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) en un angulo
detector fijo de 90°. Para minimizar los multiples efectos de
dispersion, antes de cada medicién, las dispersiones se dilu-
yeron usando un factor de dilucién de 1:1000. Los resultados
se describieron como el didametro medio acumulado (expre-
sado en nm) para el tamafo de particula.

Estabilidad fisica

Para estudiar la estabilidad fisica de las emulsiones,
se llevaron a cabo mediciones de retrodispersion (BS) a dife-
rentes tiempos de almacenamiento, utilizando Turbiscan Lab
Expert (Formulaction, Toulouse, Francia) (Santos et al., 2020).
Los mecanismos de desestabilizacion fueron cuantificados
por el Turbiscan Stability Index (TSI). Este indice es un valor
estadistico y su valor se calcula como la suma de todos los
procesos de desestabilizacién en la celda de medicion y estd
definido por:

TSI = 2|scan,ef(hj) - scani(hj)|
J

donde scan_y scan, son el valor de transmision inicial
y el valor de transmisién en un momento especifico, respecti-
vamente, y hjes una altura especifica en la celda de medicion.

Estabilidad de almacenamiento

La estabilidad de las nanoemulsiones se determind
midiendo el indice de estabilidad (TSI), diariamente durante
el almacenamiento a 15, 25 y 35 °C durante 42 dias.

Analisis estructural

Las muestras estudiadas por microscopia electrénica
de transmisién fueron preparadas siguiendo el protocolo
reportado por Lu et al. (2014), con modificaciones. Se agre-
garon 10 pL de emulsidn en una rejilla de cobre cubierta
con carbén durante 1 minuto; posteriormente, se hizo una
tincién adicionando 10 pL de acido fosfotingstico a pH 7,
secando la muestra a temperatura ambiente durante 1 h. La
microestructura de las emulsiones se observo utilizando un
microscopio electrénico de trasmision JEOL TEM-1400 (JEOL,
Ltd, Tokyo, Japon), alcanzando hasta 120 kV con una camara
de alta resolucion Gatan ES1000W (Pleasantown, CA), de 11
megapixeles y montaje lateral elevado. Las imagenes fueron
manejadas en el software de control Digital Micrograph.

Analisis Estadistico
Todos los experimentos se realizaron por duplicado,
y los datos se presentan como promedios + desviacién es-
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tandar. El andlisis estadistico se realizé mediante el software
Minitab v. 16.1 (Minitab Inc., State College, PA). Se hizo un
analisis de varianza de una via (one-way ANOVA), usando la
prueba Tukey de rangos multiples para determinar las dife-
rencias significativas entre los tratamientos con un nivel de
significancia de a= 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis cromatografico

A partir de un extracto etandlico de vainilla y median-
te un proceso de rota-evaporacion se obtuvieron 15 L de
concentrado de vainilla, el cual fue utilizado para la elabora-
cién de las emulsiones. Los compuestos quimicos presentes
en el concentrado de vainilla se muestran en la Figura 1. Se
identificaron cuatro componentes principales: el acido p-
hidroxibenzoico, el p-hidroxibenzaldehido, el 4cido vainillico,
y la vainillina con tiempos de retencién de 26.7, 28.7, 29.3
y 30.6 minutos, respectivamente. Estos compuestos ya han
sido previamente identificados y son caracteristicos de V.
planifolia. Ademas, son los responsables de proporcionar el
sabor y aroma caracteristico (Pérez-Silva et al., 2006; Walis-
zewski et al., 2007).

La Tabla 3 muestra las concentraciones de dichos
compuestos, asi como los pardmetros de regresién lineal

obtenidos para las cuatro curvas de calibracion realizadas
previamente. EIl método HPLC utilizado para este estudio
logré una adecuada separacion entre los cuatro compuestos.
La concentracién de compuestos en el extracto etandlico
de V. planifolia oscil6 entre 0.033 y 0.407 g/mL. En general,
la concentracién de vainillina resulté ser la mas alta segui-
da por el 4cido vainillico, el acido p-hidroxibenzoico y el
p-hidroxibenzaldehido (Tabla 3). Estos datos concuerdan
con reportes previos, siendo la concentracién del aldehido
vainillina la que regularmente se encuentra en concentracio-
nes mas altas (Brunschwig et al., 2009; Maruenda et al., 2012;
Ferrara, 2020).

Condiciones de procesamiento

De forma preliminar se elaboré una emulsién de vai-
nilla para determinar las condiciones de presién y nimero de
ciclos, que posteriormente serian evaluadas. La formulacion
constd de 10 % de concentrado de vainilla, 1 % de Tween
20, 0.5 % de lecitina de soya, 0.25 % de goma guar, y 30 %
de glicerol. La influencia del nimero de ciclos y la presion
sobre el tamano de particula, durante el procesamiento para
el desarrollo de emulsiones se muestra en la Figura 2. Para
investigar el efecto de la presién de homogeneizacién sobre
el tamafo de particula, la presién de homogeneizacién se va-

350

3.004

2504

2.00

Al

150

1.004

0.50+

nool—f—
T

Y= r=tota}

— T —T— —T—
0.00 5.00 1000 15.00

—T—
20.00
Minutes

—T— —T— — T
25.00 30.00 35.00 40.00

Figura 1. HPLC de fase reversa del extracto de Vanilla planifolia (1) acido 4cido p-hidroxibenzoico; (2)
p-hidroxibenzaldehido; (3) acido vainillico; (4) vainillina.
Figure 1. Reversed-phase HPLC of a Vanilla planifolia extract (1) p-hydroxybenzoic acid; (2) p-hydroxy-

benzaldehyde; (3) vanillic acid; (4) vanillin.

Tabla 3. Concentracidn de los compuestos aromaticos encontrados en Vanilla planifolia utilizando HPLC.
Table 3. Concentration of the aromatic compounds in Vanilla planifolia using HPLC.

Compuesto Tiempo de retencion Concentracion (g mL™") Regresion lineal
y=mx+b r
Acido p-hidroxibenzoico 26.7 0.045 +£0.01 5710 — 60 0.9999
p-hidroxibenzaldehido 28.7 0.033 £0.04 2710 - 34 0.9983
Ac. Vainillico 293 0.139 +0.01 8% + 6 0.9988
Vainillina 30.6 0.407 £0.01 3710 — 1+ 0.9995

2 Coeficiente de correlacion

Los datos estan expresados como la media y + error estandar.
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Figura 2. Influencia del nimero de ciclos sobre el tamario de particula en la
emulsién de vainilla.

Figure 2. Influence of the number of cycles on the particle size of the
vanilla emulsion.

ri6 de 20 a 60 MPa, y el nimero de ciclos evaluado fue hasta
12. El tamafio de particula disminuyé cuando la presién au-
menta, mostrando comportamientos similares a 20 MPa y 40
MPa. La disminucién del tamano de particula se debe a que
la energia aportada por el proceso de homogeneizacion fue
suficiente para reducir el tamano de las gotas (Hakansson,
2018). Los tamainos medios de particula mas pequerios a las
presiones mas grandes son una consecuencia de las tensio-
nes de cizallamiento mas altas, representando mas energia,
mayor turbulencia, e induciendo una tasa de disrupcién mas
alta (Marie et al., 2002; Kotta et al., 2015; Hidajat et al., 2020).

Las emulsiones de vainilla procesadas a 20 MPa con
5y 9 ciclos mostraron tamanos de particula de 184.2 y 154
nm, respectivamente, siendo estos los valores de tamafo
de particula mas bajos logrados. Sin embargo, se observé
un aumento significativo de tamano de particula a 60 MPa a
partir del ciclo 5, aumentando de 230 hasta 526.7 nm. Tam-
bién, de manera similar se observé un aumento en el tamano
de particula de la emulsién procesada a 40 MPa en el ciclo
12, mostrando un tamano de 263 nm. Estos aumentos en el
tamano de particula a presiones y ciclos mas altos, puede
deberse al fenédmeno denominado sobreprocesamiento o
recoalescencia (Qian y McClements, 2011; Hakansson, 2018).
Esto se ha informado anteriormente en otros estudios: Ali et
al. (2016), obtuvieron tamanos de gotas de hasta 200 nm de
una nanoemulsién estabilizada con B-lactoglobulina (3-1g),
cuando se aplicd una presion de homogeneizacién de 100
MPa, durante 4 ciclos. Sin embargo, la eficiencia de emulsifica-
cién de B-Ig se redujo a presiones de homogeneizacion mas
altas (200 MPa y 300 MPa). Por su parte, Santos et al. (2020),
desarrollaron emulsiones de aceite esencial de mandarina es-
tabilizado por dos surfactantes de grado alimenticio (Tween
80y Span 80), y goma guar, y encontraron que los didametros
de las gotas cambiaron hacia tamafos mas grandes de uno
a dos ciclos, independientemente de la presién de homoge-
neizacién, siendo 25000 psi y un ciclo, los que aportaron la
energia suficiente para obtener nanoemulsiones de 192 nm
y evitar el fenédmeno de sobreprocesamiento.
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Existen diversos motivos relacionados con el sobre-
procesamiento; los principales estan relacionados con la
concentracion y tasa de adsorcién del emulsionante, ya que
el drea de superficie de las gotas aumenta drasticamente
durante la homogeneizacién a elevadas presiones, y la
concentracion del emulsionante deberia ser suficiente para
cubrir toda la interfaz y su tasa de adsorcion mas alta para
evitar la coalescencia, y por lo tanto el aumento en el tamafio
de particula (Jafari et al., 2007).

En este estudio, se encontré que las mejores con-
diciones de procesamiento para la emulsién de vainilla, de
acuerdo con los valores de tamanos de particula mas bajos se
encuentran en el rango de los 20 a 40 MPa, y de 5 a 9 ciclos,
por lo que estas condiciones fueron elegidas para el resto de
los experimentos.

Estabilidad fisica

Para evaluar la estabilidad de las nanoemulsiones
con y sin azucar se determiné el indice de estabilidad. Las
emulsiones fueron preparadas de acuerdo a la formulacion
y procesamiento que se encuentra descrito en la Tabla 2.
Cada punto en la Figura 3 representa una cinética de 7 dias
para cada emulsién. Los resultados muestran diferencia
significativa entre las emulsiones evaluadas. Se observé una
mayor influencia sobre la estabilidad, por el nimero de ciclos
probados y la concentracién de glicerol. La estabilidad se vio
afectada con la disminucién de la concentracién de glicerol
y el aumento de ciclos en el procesamiento. La emulsion 11
fue la menos estable, mientras que las que mostraron mayor
estabilidad fueron las emulsiones 1y 8. Sin embargo, la emul-
sion 1 se descart6 para la siguiente evaluacién, debido a que
exhibié floculacion.

El efecto de la formulacién y procesamiento en la es-
tabilidad de las emulsiones sin azucar se observa en la Figura
4. En las emulsiones sin azucar, la concentracién de glicerol
ejercié un papel importante en la estabilidad. La emulsién
menos estable fue la 19y las de mayor estabilidad, las 14, 20
y 21. Las emulsiones mas estables fueron las formuladas con
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Figura3.TSI , alos 7 dias de almacenamiento, en funcion de las
diferentes formulaciones de vainilla con azucar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las emulsiones a P<0.05

Figure 3.TSI at7 days of storage as a function of the different emulsion
formulations of vanilla with sugar. Different letters indicate significant
difference between emulsions at P<0.05
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Figure 4. TS0 @t 7 days of storage as a function of the different emulsion
formulations of vanilla without sugar. Different letters indicate significant
difference between emulsions at P<0.05

mayor concentracién de glicerol (7 y 10 %); esto puede deber-
se a que al aumentar la concentracién de glicerol se produce
un cambio en la viscosidad, retardando la difusion de las
moléculas del soluto a través de la solucion, que promueve
la estabilidad; es decir se favorece la formacién de sistemas
mono-dispersos (McClements, 2004; Chanasattru, 2009).
Qian y McClements (2011), modificaron la concentraciéon de
glicerol de la fase continua, encontrando una reduccién de
tamano al incrementar la concentracién de glicerol obte-
niendo tamanos de hasta 80 nm. Hamed y Abo-Elwafa (2020),
reportaron que la viscosidad de la fase continua aumento al
incrementar la concentracion de glicerol; sin embargo, este
no afecté significativamente las caracteristicas de la nanoe-
mulsién producida. Tales variaciones en los resultados fueron
atribuidas a las diferencias en el tipo de emulsionantes o en
el equipo de homogeneizacién utilizado.

Estabilidad de almacenamiento

Para investigar el efecto de la temperatura sobre
la estabilidad de la emulsién, las emulsiones 8, 12, 14y 23
fueron elegidas como las mejores, y fueron almacenadas
a 15, 25 y 35 °C, durante 42 dias. Los cambios en el indice
de estabilidad de las nanoemulsiones de vainilla durante el
almacenamiento se muestran en la Figura 5, donde el valor
de TSI alto corresponde al sistema mas inestable. El indice de
estabilidad aumenté durante los 42 dias a las tres temperatu-
ras de almacenamiento. Las emulsiones fueron mas estables
atemperaturas mas bajas. Es sabido que la tensién superficial
de la mayoria de los liquidos disminuye al aumentar tempe-
ratura (Chen y Tao, 2005; Li y Lu, 2016). En sistemas que no
estan en equilibrio, las emulsiones tienden a reducir sus areas
interfaciales y la energia libre a través de varios procesos de
descomposicién, como cremado, sedimentacion, floculacién,
maduracién de Ostwald y coalescencia (Chantrapornchai et
al., 2001; Karthika et al., 2017).

En el presente estudio, la emulsiéon 8, almacenada a
15 °Cy 25 °C fue mas estable durante los 42 dias, mientras
que a 35 °C, en el dia 21 hubo un incremento de tamaiio de

m15°C
@25 °C
35 m35°C

sl ad
o »,

TSlgiobai (42 dias)

o o,

23
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Figura 5. Efecto de la temperatura sobre la TSlgIobalde las emulsiones con 'y
sin azucar, durante un almacenamiento de 42 dias. Letras diferentes en el
grafico indican diferencia significativa entre temperaturas a P<0.05.

Figure 5. Effect of temperature on the L. of the emulsions with and

without sugar, during a storage of 42 days. Different letters in the graphs
indicate significant difference between temperatures at P<0.05.

particula (datos no mostrados). En la emulsién 14, ocurrio el
mismo efecto de inestabilidad que en la emulsién con azicar
a 35 °C, ocurriendo este a los 28 dias de almacenamiento; las
emulsiones a 15y 25 °C no manifestaron algun fenémeno de
inestabilidad durante el tiempo de almacenamiento.

Microscopia

El estudio morfolégico de las emulsiones mas estables
(8y 14) se realizé mediante microscopia electrénica de trans-
misién (TEM). Los resultados de TEM permitieron demostrar
la formacién de las nanoemulsiones y validar los didmetros
medios de gota alcanzados. En la emulsién 8 (Figura 6A), se
observan estructuras casi esféricas con tamafos de particula
que van de 0.14 um a 0.86 um, mientras que para la emulsion
14 (Figura 6B), se observan tamanos de gota de 0.14 um a
0.77 pm. Estos resultados muestran similitud con los tama-
Aos que fueron alcanzados por la homogeneizacion de altas
presiones y medidos por dispersién de luz dindmica (Figura
2). Dichos valores se encuentran en el rango de 20 a 500 nm,
caracteristico de las nanoemulsiones (Ho et al., 2021). En
ambas emulsiones se observaron floculos credndose aglo-
merados; esto indica que probablemente la emulsién tienda
a desarrollar sedimentacién inversa al pasar los dias.

. .

Figura 6. Imdgenes de las emulsiones de vainilla obtenidas por un Micros-
copio electrénico de trasmision. (A) Emulsion 8; (B) Emulsién 14.

Figure 6. Transmission electron microscopy photographs of vanilla emul-
sions. (A) Emulsion 8; (B) Emulsion 14.
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CONCLUSION

El presente estudio confirmé que la estabilidad de
la emulsién de vainilla se vio influenciada por la presién de
homogeneizacién y el nimero de ciclos, asi como la formu-
lacion de la misma. Se observé que el proceso en un rango
de presion entre 20 y 40 MPa, es adecuado para evitar el
sobreprocesamiento. El incremento en la concentracion de
glicerol también permitié disminuir el tamafo de particula
y aumentar la viscosidad, contribuyendo con ello en la es-
tabilidad en ambas emulsiones. Una de las observaciones
mas importantes que se destaca es la estabilidad que le
proporcionan el azucar y el glicerol a las emulsiones, permi-
tiendo extender su tiempo de almacenamiento hasta 42 dias
con temperaturas menores a 25 °C. Estos hallazgos podrian
facilitar su aplicacion en diferentes matrices alimentarias,
utilizando las nanoemulsiones como una estrategia para
preparar ingredientes bioactivos mas estables y dispersables
en diferentes medios.
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