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Resumen

Las emulsiones tipo Pickering son un método de encapsulacidn que ha adquirido importancia en los
ultimos afios, ya que, permite aislar compuestos bioactivos de manera eficaz. En este estudio se
determiné la capacidad antioxidante de emulsiones tipo Pickering de aceite esencial de cardamomo,
realizadas con diferentes formulaciones, utilizando tres porcentajes de solucién goma/agua y dos
tipos de emulsificantes (Tween 20® y Span 20®). Ademas, se establecieron las caracteristicas
fisicoquimicas de las emulsiones, como actividad de agua, solubilidad, tamafio de particula y
estabilidad en el tiempo. Se utilizé un DCA con separacion de medias Duncan y nivel de significancia
del 95% (P<0.05). La actividad antioxidante del radical DPPH se determindé mediante un
espectrofotdmetro, en donde el T3 (GX: T20:AE) (70:10:20) presentd la mayor capacidad captadora
de radicales (16.85%) y actividad antioxidante (9.88 mM EAG g™), esto asociado a una cantidad de 20%
de aceite esencial de la formulacion de la emulsion. La menor actividad de agua (0.77) y mayor
solubilidad (99.82%) la presentd T1 (GX: T20:AE) (70:10:20). El tamarfio de particula fue en un rango
de 12.70 a 21.22 um, siendo T1 el de menor tamafio de particula. Las emulsiones con Tween 20°®
presentaron alta estabilidad en el tiempo, en comparacién a las emulsiones con Span 20°®. Las
emulsiones presentaron mayor actividad antioxidante en comparacidn al aceite sin emulsion, lo que
indica que las emulsiones son efectivas para conservar esta caracteristica. Se recomienda utilizar

aceite esencial de grado comercial y estandarizado para futuras investigaciones.

Palabras clave: emulsificantes, DPPH, radical libre, tamafio de particula.



Abstract

Pickering emulsions are a method of encapsulation that has gained importance in recent years, since
it allows the effective isolation of bioactive compounds. In this study, the antioxidant capacity of
cardamom essential oil Pickering emulsions made with different formulations was determined, using
three percentages of gum/water solution and two types of emulsifiers (Tween 20® and Span 20®). In
addition, the physicochemical characteristics of the emulsions were established, such as water
activity, solubility, particle size and stability over time. A CRD with Duncan mean separation and
significance level of 95% (P<0.05) was used. The antioxidant activity of the DPPH radical was
determined by spectrophotometer, where T3 (GX: T20:AE) (70:10:20) presented the highest radical
scavenging capacity (16.85%) and antioxidant activity (9.88 mM EAG g?). The lowest water activity
(0.77) and highest solubility (99.82%) was presented by T1 (GX: T20:AE) (70:10:20). The particle size
ranged from 12.70 to 21.22 um, with T1 having the smallest particle size. The emulsions with the
emulsifier Tween 20® showed high stability over time, compared to the emulsions with Span 20°®. The
emulsions presented higher antioxidant activity compared to the oil without emulsion, indicating that
the emulsions are effective in preserving this characteristic. The use of commercial grade and

standardized essential oil is recommended for future research.

Key words: DPPH, emulsifiers, free radical, particle size.
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Introduccion

Los radicales libres y el estrés oxidativo estan involucrados en la etiopatogenia de diversas
enfermedades. La recomendacién de un estilo de vida sano con ejercicio regular y una dieta basada
en productos ricos en antioxidantes parece eficaz para prolongar la supervivencia y reducir ciertas
enfermedades (Rodriguez Grana et al., 2015). Los aceites esenciales y sus componentes quimicos
tienen efectos beneficiosos para la salud de las personas, especialmente, los ultimos afios se ha

producido evidencia de su potencial antioxidante y antimicrobiano. (Jiménez et al., 2022).

El cardamomo (Elettaria cardamomum L.) pertenece al igual que el jengibre a la familia de las
Zingiberaceas. Es el fruto de una planta herbdcea perenne, que puede alcanzar los cuatro metros de
altura; originaria de la India y llevada después a Europa y posteriormente a América (Ministerio de
Agricultura Ganaderia y Alimentacion [MAGA], 2014). Segun lo establecido por Masoumi-Ardakani et
al. (2016), se han relacionado con esta planta diversas propiedades farmacoldgicas, como efectos
antiinflamatorios, analgésicos, antioxidantes y antimicrobianos. Los aceites esenciales son productos
en los que se hallan concentrados sabores y aromas caracteristicos, constituidos por mezclas
complejas de hidrocarburos, compuestos oxigenados y residuos no volatiles (Montti et al., 2013). Los
compuestos volatiles responsables del aroma y el sabor del cardamomo forman parte de una mezcla
de aceites volatiles, como el acetato de a-terpenilo, 1,8-cineol, a-tepinilo, limoneno, sabineno vy
pineno, entre otros (Villada Ramirez et al., 2017). Actualmente, la tendencia ha sido aislar estos
compuestos bioactivos y adicionarlos a los alimentos industrializados, lo que aumenta su costo y por

lo tanto limita su consumo (Silva et al., 2016).

La encapsulacion es la aplicacion de técnicas que permiten la proteccion de fitoquimicos
mediante su incorporacién en una matriz protectora, preservando las propiedades funcionales de
estas sustancias (Najera Mejia y Castillo Martinez, 2022). La encapsulacion en emulsion se considera
una de las técnicas mas prometedoras para la proteccion y administracidn de polifenoles, debido a su

alta eficacia de encapsulacidon, mantenimiento de la estabilidad quimica y liberacién controlada (Lu et
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al., 2016). Las emulsiones tipo Pickering son un método de encapsulacién que ha adquirido
importancia en los ultimos afios, ya que, permite aislar compuestos bioactivos de manera eficaz. La
estabilizacidn de las gotas en una emulsion se logra generalmente por la adicidon de surfactantes o
emulsificantes, los cuales actuan por disminucidn de la tensién interfacial, por impedimento estérico

y/o mediante repulsidn electrostatica entre las gotas (Rasia et al., 2019).

Las emulsiones tipo Pickering se estabilizan mediante particulas sélidas coloidales (Berton-
Carabin y Schroén, 2015). Segun lo establecido por Lozano et al. (2018) comparados con las
emulsiones convencionales, en las que solo se utilizan surfactantes como estabilizadores, las
emulsiones Pickering poseen muchas ventajas sobre estabilidad, asi como en coalescencia. Las
particulas sélidas empleadas, como silice coloidal, nanoparticulas de polisacaridos o proteinas,
pueden interactuar con la fase acuosa u oleosa, lo que permite un fuerte anclaje de estas particulas

en la interfase aceite-agua (Santafosta Cerdd, 2018).

El objetivo de la investigacidn fue determinar la capacidad antioxidante de emulsiones tipo
Pickering elaboradas con aceite de cardamomo (Elettaria cardamomum L.), utilizando tres
proporciones de solucion Goma/agua y dos tipos de emulsificantes, para lo cual se establecieron los

siguientes objetivos especificos:

Evaluar el efecto de diferentes emulsificantes y proporciones de goma/agua en la elaboracién

de emulsiones tipo Pickering a base de aceite esencial de cardamomo.

Evaluar la capacidad antioxidante de emulsiones tipo Pickering formuladas con aceite esencial

de cardamomo, con el fin de analizar su funcionalidad.

Establecer caracteristicas fisico quimicas de emulsiones tipo Pickering de aceite esencial de

cardamomo.
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Materiales y Métodos

Ubicacion

El estudio se realizé en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, localizada en el Km 30,

carretera de Tegucigalpa a Danli, Valle del Yeguare, municipio de San Antonio de Oriente,

departamento Francisco Morazan, Honduras. La extraccidn del aceite esencial, la preparacion de las

emulsiones tipo Pickering de aceite esencial de cardamomo (Elettaria cardamomum L.) y la evaluacién

de sus propiedades fisicoquimicas se realizé dentro del Laboratorio de Analisis de Alimentos de

Zamorano (LAAZ), en el Departamento de Agroindustria Alimentaria.

Origen de la Muestra

La muestra de cardamomo (Elettaria cardamomum L.) se obtuvo del Beneficio de Granos “Don
Tulio” con coordenadas latitud 14° 34’ 51.7"” N y longitud 91°27’ 11.0” W GTM en el municipio de
Samayac, departamento de Suchitepéquez, Guatemala. Esta muestra fue transportada en un envase
de pldstico hermético desde el lugar de origen hasta su posterior manejo en el Laboratorio de Andlisis

de Alimentos Zamorano (LAAZ). Para el estudio se utilizé el aceite esencial extraido del grano en oro.

Materiales

La materia prima que se utilizé para la realizacion de la emulsidn tipo Pickering fue semilla de
cardamomo en oro. Ademas, se utilizaron los siguientes insumos: Tween 20® (Sigma-Aldrich, EE.UU.),
Span 20® (Sigma-Aldrich, EE.UU.), Goma Xanthan (Bob’s Red Mill, EE.UU.), y equipos como el
rotovaporador para la extraccion del aceite a esencial (AE) y un agitador de alta velocidad

MXBAOHENG para la homogenizacién de la emulsidon (Modelo FSH-2A, China).

Los materiales utilizados para la determinacidn de la capacidad antioxidante consistieron en:
la emulsidn de aceite esencial de cardamomo, radical estable DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil, Sigma-
Aldrich, EE.UU.), solucién de acido gélico y el equipo espectrofotémetro UV/VIS (Cary 8454, Agilent

Technologies, EE. UU.).
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Preparacidn de la Muestra

Dada la granulometria del grano de cardamomo en oro, se dificultaria la extraccién del aceite
esencial de cardamomo a partir de este, por ello, el grano fue molido utilizando un molino
convencional, lo cual permiti®6 una mejor homogenizacién de la muestra al aumentar el drea
superficial de las particulas que estuvieron en contacto con el agua que actud como el solvente en el

proceso de extraccion.

Extraccion del Aceite Esencial de Cardamomo

Para la obtencién del aceite esencial del grano de cardamomo se empleé una metodologia
similar a la de hidrodestilacién, en donde se consideraron cada uno de los factores que son necesarios
en el proceso de obtencién de aceites esenciales en general. La hidrodestilacion consiste en la
extraccién de aceites esenciales donde el material estd sumergido en agua en ebullicidn, su
caracteristica principal es el contacto directo del agua y el material del cual se extraera el aceite

esencial (Dfaz Alvarez et al., 2023).

La extraccién del aceite esencial se realizd en el rotovaporador (R-100 Rotavapor, BUCHI,
Suiza) del Laboratorio de Analisis de Alimentos (LAAZ), que permitié mantener constantes los factores
de presidn y temperatura de ebullicion del solvente, importantes en la extraccién, ya que, el no
estandarizar las condiciones de extraccion podria influir en la composicién del aceite esencial luego

de varias repeticiones.

El proceso inicié con el pesaje de la muestra para posteriormente realizar una solucidn con
una relacion 1:7, es decir, 1 gramo de grano de cardamomo molido por cada 7 mililitros de agua
destilada. Cada extraccion realizada fue de 71.42 gramos de grano de cardamomo molido mezclado
con aproximadamente 500 mililitros de agua destilada; la mezcla se incorporé dentro de un balén o
matraz de evaporacién, para luego establecer los parametros de temperatura de ebulicidn de 40 °C,
presion de 71 mbar, temperatura de condensacion de 10 °Cy una histéresis de 3 mbar. Por ultimo, se

colocd el matraz de evaporacién en el rotovaporador y procedid a iniciar la extraccion, la cual en
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promedio presentd una duracidn de 1 hora y 40 minutos, para extraer la mayor cantidad de aceite
esencial el cual se encontraba en solucidon con el solvente. El principio de este proceso se basd en que
dada la evaporacién del agua que se usé como el agente acarreador de los aceites, se obtuvieron los

aceites al final del proceso (Casado Villaverde, 2018).

Una vez obtenida la solucién agua:aceite esencial, esta fue colocada en un embudo de
separacion en donde por separacién de fases (densidades), el aceite se encontraba en la superficie y

el agua en el fondo, decantando la solucidn después de una hora de reposo.

El aceite esencial de cardamomo obtenido fue almacenado en viales color ambar y en

refrigeracion a una temperatura de 2 - 4 °C.

Realizacion de la Emulsidén Pickering

Las emulsiones de tipo Pickering se caracterizan por la dispersion isotropica de una fase
inmiscible (aceite) en otra fase inmiscible (agua) aprovechando que el conjunto de emulsionantes
(surfactante, polimero y particulas coloidales) se localizan en la interfase y le atribuyen estabilizacion

al sistema en general (T. Sharma et al., 2015).

Se prepard la solucidon madre con el polimero utilizado (Goma Xanthan) en agua destilada, en
una relacién 1:40, agregando 1 g de polimero en 40 mL de agua destilada. La solucién se homogenizé
mediante un proceso de agitacion continua en un agitador de alta velocidad MXBAOHENG

(MXBAOHENGus Instrument Co., China), a 10,000 rpm durante 2 minutos.

Una vez lista la solucion madre, se adiciond emulsificante y aceite esencial de Cardamomo
segln las proporciones necesarias. Posteriormente, se homogenizaron los componentes mediante un
proceso de agitacidn continua en un agitador de alta velocidad MXBAOHENG (MXBAOHENGus
Instrument Co.), aumentando la velocidad a 12,000 rpm durante 2 minutos, ya que con el aumento

de la velocidad se obtendra una emulsion uniforme (T. Sharma et al., 2015).
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En el Cuadro 1 se detalla la composicién de cada una de las formulaciones, indicando el
componente y el porcentaje que representa cada material en la formulacién. Todas las formulaciones
fueron elaboradas a partir de 3 compuestos, que fueron: Solucién Goma/agua, aceite esencial de

cardamomo y emulsificante.

Cuadro 1

Formulacion de los tratamientos de emulsiones tipo Pickering.

no Material Porcentaje (%) Abreviatura
Solucion Goma/Agua 75
Tratamiento 1 Aceite esencial de cardamomo 20 GX:T20:AE
Tween 20® 5
Solucién Goma/Agua 72.5
Tratamiento 2 Aceite esencial de cardamomo 20 GX:T20:AE
Tween 20® 7.5
Solucién Goma/Agua 70
Tratamiento 3 Aceite esencial de cardamomo 20 GX:T20:AE
Tween 20°® 10
Soluciéon Goma/Agua 75
Tratamiento 4 Aceite esencial de cardamomo 20 GX:S20:AE
Span 20°® 5
Solucién Goma/Agua 72.5
Tratamiento 5 Aceite esencial de cardamomo 20 GX:S20:AE
Span 20°® 7.5
Solucién Goma/Agua 70
Tratamiento 6 Aceite esencial de cardamomo 20 GX:S20:AE
Span 20°® 10

Nota. GX= Goma Xanthan®, T20= Tween 20®, S20= Span 20®, AE= Aceite esencial.

Capacidad Captadora de Radicales

La capacidad captadora de radicales de las emulsiones tipo Pickering se determind a través
del porcentaje de inhibicidn del radical libre sobre el valor inicial de DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo).
Siguiendo la metodologia de Yap et al. (2020) con leves modificaciones, se prepard una solucién madre
metandlica de DPPH (0.004%, p/v), se mantuvo en refrigeracion durante 1 hora antes de su uso.
Posteriormente, se afiadieron 50 puL de emulsién a 2.95 mL de solucién metandlica de DPPH vy se
agitaron vigorosamente. Se dejé incubar por 30 minutos a 27 °C. Se midié la absorbancia en un
espectrofotometro UV/VIS (Cary 8454, Agilent Technologies, EE. UU.) a una longitud de onda de 517

nm.



16

La actividad antioxidante por barrido de radicales se expresé como porcentaje de inhibicion y

se determind mediante la siguiente ecuacion:

Ao—As
Ao

%inhibicion DPPH =

* 100 [1]

Donde:

Ao = Absorbancia inicial de DPPH en tiempo de 0 minutos

As = Absorbancia final de la muestra a los 30 minutos

Actividad Antioxidante

Se determind la actividad antioxidante de la emulsidn tipo Pickering utilizando una curva
estandar (R?=0.9949), en donde se utilizaron diferentes concentraciones: 0.18, 0.35, 0.53 y 0.70 mM
de acido galico como referencia, para luego analizarlas mediante el espectrofotometro UV/VIS (Cary

8454, Agilent Technologies, EE. UU.) a una longitud de onda de 517 nm.

Actividad de Agua (aw)

La medicién de actividad de agua se realizé a través del método AOAC 978.18 en el equipo
Aqualab Serie 3 (Decagon Devices, WA, EE.UU.). Se utilizé una muestra significativa de la emulsion
tipo Pickering colocada dentro de la copa plastica del equipo. La muestra se dejo hasta que el equipo

indico el equilibrio, posteriormente se registro la lectura de la actividad de agua y temperatura.

Solubilidad

La solubilidad de las emulsiones tipo Pickering fue determinada siguiendo la metodologia
utilizada por Wainwright Baquedano (2022) con leves modificaciones. Se le agregd 1 g de muestra a
24 mL de agua desionizada, esto se repitid para cada una de las repeticiones de los tratamientos.
Posteriormente, se agitaron en un Vortex (Fisherbrand, EE. UU.) a 2,500 rpm durante 5 minutos. Se

llevaron a bafio maria a una temperatura de 30 °C durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se



17

centrifugaron (VWR modelo Symphony 4417R, EE.UU.), durante 20 minutos a 6,000 rpm. Se extrajo el
sobrenadante, el cual fue colocado en un plato Petri. Posteriormente, se llevd al horno a 105 °C
durante 18 horas. La solubilidad fue calculada por medio de la Ecuacidn 2 propuesta por (Yap et al.,

2020).

MS)

%Solubilidad = 0

* 100 (2]

En donde:

MS: Material soluble (g)

PM: Peso inicial de la muestra (g)

Tamaiio de Particula

Para la determinacién del tamafio de particula se midié un valor promedio de 10 particulas
por cada repeticién de cada tratamiento para identificar el tamafio de cada uno de ellos. Se utilizé un
microscopio invertido de marca Mshot MI11, con un aumento de 1000x, al que se le agregd una
camara Dino-Eye AM-423X para poder observar las imagenes en la pantalla. Estas imdagenes se
pudieron observar y medir mediante el programa de Dino Capture versiéon 2.0, a una escala de

micrémetros (um) para obtener el tamafo de las particulas promedio.

Estabilidad en el Tiempo

La estabilidad en el tiempo fue evaluada a través de la observacién visual, en donde se
caracterizé la no disociacién de las particulas de la emulsidn en un periodo de 7 dias, para validar la
observacién se tomaron fotografias de la emulsién tipo Pickering realizada en el dia cero (0), para
compararlas con la emulsion al dia siete (7). Obteniendo asi el comportamiento de la emulsién en una
situacidn controlada de temperatura. Segun lo establecido por Guntero et al. (2021), una emulsion se
considera estable cuando no existe cambio fisico en un periodo de tiempo prolongado, y es inestable

cuando se observa separacidn de fases o sedimentacién después de pocos minutos.
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Disefio Experimental y Tratamientos

Se usé un Disefio Completamente al Azar (DCA), para la evaluacién de seis tratamientos y un
control, los cuales, fueron en diferentes relaciones de emulsificantes y solucién goma/agua. Se
realizaron tres repeticiones por cada tratamiento, obteniendo un total de 21 unidades
experimentales. Ademas, se utilizd el programa SAS® (Sistema de Andlisis Estadistico, versién 9.4)

realizando un ANDEVA y una separacion de medias Duncan a un nivel de significancia de 95% (P<0.05).
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Resultados y Discusion

Analisis Fisico-quimicos

Extraccion de Aceite Esencial
En el Cuadro 2, se observan los resultados de la extraccién de aceite esencial de cardamomo,
empleando la metodologia de hidrodestilacién, mediante el uso de un rotaevaporador. Las

extracciones presentaron valores de rendimiento en un rango de 0.80 a 1.44 %.

Cuadro 2

Extraccion de aceite esencial de cardamomo

HExtraccion Peso de muestra (g) Aceite extraido (g) Rendimiento (%)
1 71.43 0.57 0.80
2 71.42 0.57 0.80
3 71.43 0.57 0.80
4 71.43 0.62 0.87
5 71.42 1.03 1.44
6 71.43 0.61 0.86
7 71.43 0.65 0.91
8 71.03 0.65 0.91
9 71.06 0.65 0.91
10 71.43 0.66 0.93
11 71.09 0.60 0.84
12 71.43 0.60 0.84
13 71.43 0.60 0.84
14 71.43 1.01 1.41
15 71.43 1.01 1.41
16 71.42 1.01 1.41
17 71.42 0.63 0.89
18 71.42 0.63 0.89
19 71.42 0.63 0.89
20 71.42 0.70 0.99
21 71.43 0.70 0.99
22 71.43 0.70 0.99

Los resultados fueron similares a los obtenidos por Joshi et al. (2013), en donde se obtuvieron

rangos de extraccidn por hidrodestilacion de 0.98 a 1.95 %, respectivamente. Sin embargo, Abdullah
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et al. (2022) mencionaron rendimientos de varios estudios en donde se aplica la misma metodologia

de extraccion y se obtuvieron valores en un rango de 0.98 a 4.5 %.

La variacién en cuanto al rendimiento de extraccidn se asocia a lo establecido por Gil y Saez
(2000), en donde menciona que la cantidad y composicidn del aceite varia de una especie a otra, y

dentro de los mismos géneros de la planta.

Actividad de Agua (a)

En el Cuadro 3, se observan los resultados de actividad de agua (aw) de las emulsiones tipo
Pickering realizadas con diferentes formulaciones. Se muestra un valor-P (0.0330) que indica
diferencia significativa entre los tratamientos evaluados. Los tratamientos presentaron valores en un
rango de 0.77 a 0.81 ay. El Tratamiento 1, con 75 % de la solucién goma/agua, 20 % de aceite esencial
vy 5% Tween 20°, fue estadisticamente diferente al resto de tratamientos, presentando el menor valor

de actividad de agua.

Segln lo establecido por Cardona (2019), la actividad de agua de los alimentos es un
parametro determinante en su vida Util, ya que es indicativo del agua disponible para el crecimiento
de microorganismos y la actividad enzimatica durante la conservacion del alimento. Tomando en
cuenta que este tipo de emulsiones Pickering estan enfocadas a la adicién en alimentos, es de mayor
beneficio una menor actividad de agua, con el objetivo de reducir posible riesgo de actividad

microbiana y enzimatica en el alimento.

Acorde con Pastor Navarro y Gonzalez Martinez (2018), la actividad de agua en alimentos
puede ser disminuida por diferentes tipos de interacciones del agua. Por ejemplo, se puede deprimir
la aw fomentando las interacciones del agua con los solutos disueltos. La reduccién de actividad de
agua del Tratamiento 1 (GX:T20:AE; 75:5:20) se relaciona con la mezcla realizada con particulas sélidas
(Goma Xanthan) y con la funcidon realizada por el emulsificante Tween 20®, ya que, al ser este un
emulsificante utilizado para emulsiones O/W, crea una mejor atraccidn entre la fase acuosa y la fase

oleosa, reduciendo la cantidad de agua libre y por ende la actividad de agua. Los resultados se asimilan
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a los obtenidos en un estudio realizado por Gdmez y Fernandez (1992), en donde se obtuvo una media
de 0.95 ay de una mayonesa, siendo esta una emulsion alimenticia (O/W), cuyas caracteristicas son

similares a las emulsiones tipo Pickering elaboradas.

Solubilidad

La solubilidad es una de las caracteristicas mds importantes en estas emulsiones aceite en
agua, en donde la fase continua es el agua y la fase dispersa el aceite, debido a que, son elaboradas
con el objetivo de adicionarlas a un alimento con alto contenido de agua. La Unica particula solida
utilizada fue Goma Xanthan, la cual tuvo influencia en la solubilidad de las emulsiones. Segun Food
and Agriculture Organization of the United Nations (2016), la Goma Xanthan es un polisacarido natural
de alto peso molecular, soluble en agua e insoluble en etanol. Su peso molecular se encuentra en el

rango de 2 x 10° a 20 x 10° Da (Palaniraj y Jayaraman, 2011).

En el Cuadro 3, se observan los resultados obtenidos del porcentaje de solubilidad de las
emulsiones tipo Pickering. Se muestra un valor-P (<0.0001) que indica diferencias significativas entre
los tratamientos establecidos, siendo T1 (GX:T20:AE; 75:5:20), T2 (GX:T20:AE; 72.5:7.5:20) y T4
(GX:S20:AE; 75:5:20) los que presentaron los valores mas altos en un rango de 99.76-99.82 %. Por otra
parte, los tratamientos T3 (GX:T20:AE; 70:10:20), T5 (GX:S20:AE; 72.5:7.5:20) y T6 (GX:S20:AE;
70:10:20) evidenciaron los valores mas bajos de solubilidad, sin embargo, todos los tratamientos
presentaron un porcentaje de solubilidad mayor a 99 %, considerdandose altamente soluble, que
comparados con un estudio realizado por Xu et al. (2022), en donde se encapsulé el aceite de té con
particulas sélidas de maltodextrina y goma xanthan, se obtuvo un aumento de solubilidad llegando
hasta un 87 %, dado los efectos sinérgicos entre la maltodextrina y nanoparticulas de goma xanthan,
con ello se puede establecer que el uso de particulas sélidas aumentan la solubilidad de las

emulsiones.
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Cuadro 3

Actividad de agua y porcentaje de solubilidad de emulsiones tipo Pickering con diferentes

formulaciones.
A Solubilic}ad de
Tratamiento Abreviatura Porcentaje (%) Media + DE emuls.lon (%)
Media + DE

T1 GX+T20+AE 75:5:20 0.773+0.022° 99.817 £0.037 2
T2 GX+T20+AE 72.5:7.5:20 0.799 £ 0.008 @ 99.766 + 0.0472°
T3 GX+T20+AE 70:10:20 0.805 £ 0.007°2 99.640 +0.021 ¢
T4 GX+S20+AE 75:5:20 0.807 £0.0082 99.756 £ 0.012 ®
T5 GX+S20+AE 72.5:7.5:20 0.801 £0.010° 99.697 £0.034 ¢
T6 GX+S20+AE 70:10:20 0.805 £ 0.004°2 99.649 + 0.005
CV (%) 1.42 0.02
Valor-P 0.0330 <0.0001

Nota. aw: Actividad de agua; DE: Desviacion estandar; CV (%): coeficiente de variacion; GX= Goma Xanthan®; T20= Tween 20%®; S20= Span
20®; AE= Aceite esencial.; a-d: medias seguidas de letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05)

entre los tratamientos.

Tamano de Particula

El tamafio de particula y la distribucién de las particulas de las emulsiones Pickering (EP)
afectan la uniformidad, la estabilidad y la aplicacidn posterior del sistema de emulsién. Las particulas
de tamafio mas pequefio son las preferidas en las EP (Krishnan et al., 2023). Un menor tamafio de
particula se ve relacionado con una mejor estabilidad de la emulsion. En un estudio realizado por Liy
Montell (2021), se menciona que para los seres humanos una de las caracteristicas fisicas clave de los
alimentos es el tamafio de particulas, el cual al ser mayor de 50 um confiere una percepcién de

granulosidad.

En el Cuadro 4, se observan los resultados del tamafio de particula (um). Se obtuvo un valor-
P (0.0003) menor a 0.05, lo que indica que existieron diferencias significativas entre los tratamientos,
por lo que, el tamafio de particula difiere entre al menos uno de ellos. Los tratamientos presentaron
valores de tamafos de particula en un rango de 12.70-21.22 um, considerandose no perceptibles
sensorialmente, al ser menor a 50 um. Asi mismo, los valores mas bajos los presentaron los

tratamientos con Tween 20® en la formulacidn (T1 y T2); por otra parte, los valores mas altos fueron
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observados en tratamientos con presencia de Span 20°®, asocidndose a la posible coalescencia
ocasionada por este emulsificante, al tener un valor de HLB de 8.6 y ser de caracter lipofilico. Desde
el punto de vista de estabilidad, los tratamientos con mayor porcentaje de Tween 20® en la
formulacion (T1 y T2) mostraron los mejores resultados, asociando un menor tamafio de particula a
una mejor estabilidad y conservacidon de propiedades funcionales; esto posiblemente debido a la
correcta interaccion entre la fase dispersa y las particulas sélidas, evitando la coalescencia de las gotas
en emulsidn. Los resultados se asemejan a los obtenidos por Ye et al. (2013) en donde utilizaron

12,000 rpm para homogenizar la emulsién y obtuvieron un rango de tamafio de particula de 2-24 um.

La no uniformidad en el tamafio de particula de las emulsiones se asocia a lo establecido por
Matos (2013), mencionando que los procesos de fabricacion convencionales utilizados para producir
estas emulsiones, como homogeneizadores de alta presidn, sistemas rotor-estator, molinos
coloidales, ultrasonidos y microfluidizadores, no permiten obtener emulsiones con un tamafio de gota
uniforme, debido a que, estas técnicas se basan en la aplicacidon de un alto esfuerzo cortante que

deforma una interfaz generando distribuciones de tamafio de gotas.

Cuadro 4

Tamafio de particula de emulsiones tipo Pickering.

Tamafio de particula

Tratamiento Abreviatura Porcentaje (%) (1m)
Media = DE

T1 GX+T20+AE 75:5:20 12.70+0.53 ¢
T2 GX+T20+AE 72.5:7.5:20 12.94+1.43°¢
T3 GX+T20+AE 70:10:20 16.23 £ 2.03°
T4 GX+S20+AE 75:5:20 16.31 £ 1.60°
T5 GX+S20+AE 72.5:7.5:20 18.36 £ 0.66°
T6 GX+S20+AE 70:10:20 21.22+1.92°
CV (%) 9.12
Valor-P 0.0003

Nota. DE: Desviacion estandar; CV (%): coeficiente de variacion; GX= Goma Xanthan®; T20= Tween 20®; S20= Span 20®; AE= Aceite esencial.

a- ¢: medias seguidas de letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05) entre los tratamientos.
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Estabilidad en el Tiempo

Las emulsiones Pickering son caracterizadas por su alta estabilidad, como indica Matos et al.
(2020) la razén de su mayor estabilidad se debe a que las particulas impiden la interaccién interfacial
por exclusién de volumen, es decir, las particulas crean una barrera fisica impidiendo el contacto entre
gotas, esta estabilidad depende a su vez del tamafio de gota y de la afinidad del agente estabilizante

por las dos fases.

En la Figura 1a se muestra una imagen representativa del comportamiento de las emulsiones
Pickering de los tratamientos con presencia de Tween 20® en la formulacion (T1, T2 y T3), mostrando
un comportamiento similar, en las cuales, no se observé separacién de fases, lo que se establece como
alta estabilidad; de la misma forma, en la Figura 1b, se observa el comportamiento de estos
tratamientos en el dia 7, en donde tampoco se observd separacion de fases. La alta estabilidad fue
relacionada al uso de Tween 20® en la formulacién de estos tratamientos y al valor de HLB (16.7) de
este emulsificante, ya que, como establece Sanz (2017), cuanto mas elevado es su valor mayor es el
caracter hidrofilico y menor el lipdfilo. Ademas, en funcion del HLB se determina para que tipo de
emulsiones es mdas adecuada un tensioactivo: un valor entre 4 y 6 es apropiado para formar
emulsiones W/O y entre 8 y 18 para emulsiones O/W (Sanz, 2017). Los resultados concuerdan con lo
establecido por Sapei et al. (2017), quien menciona que en emulsiones O/W, la estabilizacién aumenta

con el incremento del emulsificante Tween 20°.

En la Figura 2 se observa el comportamiento de las emulsiones tipo Pickering con
emulsificante Span 20® en la formulacion (T4, T5 y T6). En el dia 0, fue posible observar una ligera
separacion de fases, de la misma manera, el comportamiento de las emulsiones en el dia 7,
incremento dicha separacidon de fases. Este comportamiento inestable se atribuyd al uso de Span 20°
en la formulacion de estas emulsiones, relacionandolo a lo que establece Sanz (2017), que los ésteres
de sorbitdn, grupo al que pertenece el Span 20%, son lipdfilos y se suelen utilizar como emulsificantes

primarios en las formulaciones de fase externa oleosa debido a su HLB de 8.6.
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Figural

Estabilidad en el tiempo de emulsiones tipo Pickering con Tween 20® en la formulacidn (T1, T2y T3)

a) Dia 0 b) Dia 7

Figura 2

Estabilidad en el tiempo de emulsiones tipo Pickering con Span 20°® en la formulacion (T4, T5 y T6)

a)Dia0 b) Dia 7
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Actividad Antioxidante

Investigaciones recientes establecen que los aceites esenciales poseen propiedades
beneficiosas, debido a esto, se ha generado un auge por su uso y el de otros compuestos dentro de la
industria de alimentos como establece Marin-Munoz (2015), la cual ha dado un giro a la produccion
de alimentos funcionales que es dada por la capacidad de los componentes de actuar como receptores
de neurotransmisores, activadores o inhibidores enzimaticos, estimuladores de enzimas digestivas o
moduladores de la expresion de mediadores leucocitarios (Casanovas, 2019). El cardamomo presenta
diversas funciones bioldgicas, incluidas las actividades antioxidantes, antidiabéticas, antibacterianas,
anticancerigenas, gastro protectoras e insecticidas (Ashokkumar et al.,, 2020). La actividad
antioxidante se define como la capacidad que presenta un compuesto de inhibir o evitar la

degradacion oxidativa en especial de los radicales libres producto de la oxidacién (Londoio, 2012).

En el Cuadro 5 se pueden observar los resultados obtenidos de la actividad antioxidante, en
donde se presentd una diferencia significativa entre los tratamientos con un valor-P (< 0.0001). Dentro
del estudio se expone a los tratamientos con presencia del emulsificante Tween 20® en diferentes
porcentajes (5, 7.5 y 10) siendo estos el (T1, T2 y T3), como los tratamientos mas representativos,
mostrando los valores mas altos de acuerdo con la concentraciéon de compuestos para la actividad
antioxidante con una media de 9.62, 9.80 y 9.88 mM EAG.g™ de aceite esencial de cardamomo. Los
valores mas bajos los presentaron el tratamiento 4 (GX+S20+AE; 75:5:20) y el control que comprendia
Unicamente el aceite esencial (AE:100), con medias de 6.25 y 5.97 mM EAG.g de aceite esencial de
cardamomo. En este caso, todas las muestras presentaron actividad antioxidante con valores de mM
EAG.g?! de aceite esencial de cardamomo representativos que indican que las concentraciones
obtenidas absorben cierta concentracidon de radicales, las cuales estan dadas por la reduccion del
atomo de hidrégeno del DPPH al recibir uno de los dtomos de hidrégeno de las muestras, como lo
indica (Montealegre, 2021). La capacidad antioxidante no se sobre limita al potencial de accion del
aceite esencial, ya que este como tal cumple las funciones antioxidantes como lo especifica (lvanovic¢

et al,, 2021). Al comparar el comportamiento de las emulsiones tipo Pickering de aceite esencial de
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cardamomo, con emulsiones tipo Pickering realizadas por Santafosta Cerda (2018), se observa una
diferencia significativa entre la emulsidn con el aceite esencial sin encapsular, dado que los valores de
reduccién del 50 % de radicales libres de las emulsiones presentan valores de 13.1 mg/mL para las
emulsiones y 3.98 mg/mL para el aceite esencial, este comportamiento se asemeja a lo presentado en
esta investigacion, en donde el aceite esencial no refleja una actividad antioxidante similar al de la
emulsion, los valores de diferencia son considerados al asumir que los componentes de la emulsién
potencializan la actividad antioxidante, dado que compuestos como el emulsificante Tween 20® posee
una parte hidrofilica considerable para donar hidrégenos a los radicales libres como establece
(Salager, 2002). De igual forma, los puentes de hidrégeno presentes en la goma Xanthan brindan
estabilizacidn en las soluciones, generando asi enlaces o unién entre particulas las cuales puedan
presentar disponibilidad en |la cantidad de hidrégenos necesarios para prevenir la oxidacion (Carmona

Gallego, 2015).

Sin embargo, los valores difieren en valores minimos de concentracion, que pudo deberse al
proceso de homogenizacion en donde se aplicé un cizallamiento alto que conforme a los reportes de
Matos (2013), indica que dada la composicién de las emulsiones, la fase dispersa no tiene un tamano
uniforme, lo que influye en las propiedades funcionales y aplicabilidad de la emulsiéon. Asimismo,
Nowacka et al. (2018) refiere que los tratamientos de homogeneizacién para producir la emulsién

generan un deterioro importante en la actividad antioxidante de los extractos.

Capacidad Captadora de Radicales

Los radicales libres son un tipo de molécula inestable que se elabora durante el metabolismo
normal de las células y en ocasiones se acumulan en las células dafiando otras moléculas, como el
ADN, lipidos y proteinas (National Cancer Institute, 2024). Estas reacciones pueden considerarse
altamente patoldgicas causando diversos cambios funcionales en el organismo (Maldonado et al.,

2010).
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En cuanto a la capacidad captadora de radicales, expresada como porcentaje de inhibicién del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), en el cuadro 5 se puede observar que existe una diferencia
entre los tratamientos dado el (P < 0.0001). Asimismo, los porcentajes de inhibicidn se encuentran en
un rango de 7.48-16.85%, en donde el tratamiento 3 (GX+T20+AE) presento un valor de 16.85 % siendo
este el mas alto, en comparacién con el tratamiento 4 (GX+S20+AE) y el control, con porcentajes de
8.15y 7.48 %, respectivamente. Los valores de porcentaje de inhibicidn difirieron en valores amplios
de casi el 10 %, esto pudo deberse a factores los cuales van mas alld de la capacidad del aceite esencial
para captar radicales libres, ya que, al definir si este capta radicales o no, dados los valores
porcentuales de porcentaje de inhibicidn, si presenta esta propiedad, pero no mas del 16.85 %
utilizando aceite esencial de cardamomo con los procedimientos presentados. Los resultados
presentaron una similitud con los datos obtenidos por Ponce Cobos (2019), en donde se reportaron
porcentajes de inhibicidon de aceites esenciales en un rango de 6.74-15.61 % para concentraciones

entre 0.8-2.0 % de la muestra de aceite esencial.

Sharma et al. (2016) menciona que la capacidad de un compuesto para eliminar, neutralizar o
inhibir los radicales libres esta dada por la disponibilidad de donar un hidrégeno, la cual se asocia a la
formulacion de cada uno de los tratamientos, los cuales presentan 20 % de aceite esencial de
cardamomo. La diferencia entre cada uno de los tratamientos se debid a la extraccidn de aceite
esencial, como lo menciona Recio Cazares (2023) al no utilizar un aceite comercial estandarizado se
ve afectada la pureza del aceite esencial, asi como la presencia de derivados de oxigeno y la capacidad
de los compuestos oxidantes para reducir los diferentes compuestos. Asimismo, los cambios en los
porcentajes evaluados se prevén dada la composicién de cada una de las formulaciones, en donde
dado el cambio en los porcentajes de emulsificante y goma xanthan utilizada son atribuidos como
factores de diferencia, como lo menciona Tafurt et al. (2005) que estos pueden influenciar la

localizacidon y la accidon de las sustancias protectoras presentes en el aceite esencial.
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Actividad antioxidante y capacidad captadora de radicales de emulsiones tipo Pickering.
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. Actividad Capacidad captadora de
. . Porcentaje . .
Tratamiento Abreviatura (%) antioxidante radicales
(mM EAG/g AE) + DE (%) + DE
T1 GX+T20+AE 75:5:20 9.62 +0.58° 16.24+1.38°
T2 GX+T20+AE 72.5:7.5:20 9.80+0.05° 16.66 £+ 0.12®
T3 GX+T20+AE 70:10:20 9.88 +0.30° 16.85+0.73°
T4 GX+S20+AE 75:5:20 6.25+0.30°¢ 8.15+0.72¢
T5 GX+S20+AE 72.5:7.5:20 6.94 +0.46° 9.81+1.09"
T6 GX+S20+AE 70:10:20 7.51+0.49" 11.19+1.19°
Control AE 100 597+0.36°¢ 7.48 +0.86 ¢
CV (%) 4.42 6.88
Valor-P <0.0001 <0.0001

Nota. GX: Goma Xanthan; T20: Tween 20®; S20: Span 20°®; DE: Desviacion estandar; mM: mili Molar; EAG: Equivalentes de 4cido galico; AE:

Aceite esencial; CV (%): coeficiente de variacion; a-c-: medias seguidas de letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica

significativa (P < 0.05) entre los tratamientos.
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Conclusiones
El uso de goma Xanthan y emulsificantes permitieron la elaboracion de emulsiones tipo
Pickering a partir de aceite esencial de cardamomo. El Tween 20® permitid la formacion de emulsiones

mas estables, lo cual pudo estar asociado a su alto valor HLB.

Se evalud la capacidad antioxidante de las emulsiones tipo Pickering, en donde, las
formulaciones con Tween 20°® presentaron valores mas altos en comparacidon al aceite esencial sin
emulsién, ademas, los valores mds bajos fueron de las emulsiones con presencia del emulsificante

Span 20® en la formulacién.

Se establecieron caracteristicas fisicoquimicas para las emulsiones tipo Pickering, resaltando

una actividad de agua intermedia, tamafio de particula menor a 25 umy con alta solubilidad en agua.
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Recomendaciones
Para futuras investigaciones, utilizar aceite esencial de grado comercial y estandarizado para

evitar la variabilidad en los componentes presentes.

Evaluar la incorporacion y efectividad de la emulsién tipo Pickering en alimentos o bebidas

para el desarrollo de nuevos productos.

Realizar un estudio de biodisponibilidad del aceite esencial de cardamomo para determinar el

comportamiento de sus principales componentes.

Evaluar el tamaio de particula tomando en cuenta el angulo de contacto del tensioactivo a

utilizar.

Realizar estudios utilizando otro tipo de material vegetal que posea propiedades beneficiosas

para la salud y su comportamiento en emulsiones tipo Pickering.
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Anexos

Anexo A

Resultados de extraccion de aceite esencial

H#Extraccion Peso de muestra (g) Aceite extraido (g) Rendimiento (%)
1 71.43 0.57 0.80
2 71.42 0.57 0.80
3 71.43 0.57 0.80
4 71.43 0.62 0.87
5 71.42 1.03 1.44
6 71.43 0.61 0.86
7 71.43 0.65 0.91
8 71.03 0.65 0.91
9 71.06 0.65 0.91
10 71.43 0.66 0.93
11 71.09 0.60 0.84
12 71.43 0.60 0.84
13 71.43 0.60 0.84
14 71.43 1.01 1.41
15 71.43 1.01 1.41
16 71.42 1.01 1.41
17 71.42 0.63 0.89
18 71.42 0.63 0.89
19 71.42 0.63 0.89
20 71.42 0.70 0.99
21 71.43 0.70 0.99
22 71.43 0.70 0.99
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Anexo B

Resultados de tamafio de particula T1R3, observados bajo microscopio invertido MSHOT Mi11

1280x1024 | 2024/07/22 15:11:47 | Unidad: um | Aumento: 1000x | Sin Calibrar

50.0 um

Muestra T1R3
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Anexo CC

Resultados de tamafio de particula T2R1, observados bajo microscopio invertido MSHOT Mi11

1280x1024 | 2024/07/22 15:35:34 | Unidad: um | Aumento: 1000x | Sin Calibrar

50.0 um

Muestra T2R1
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Anexo D

Resultados de tamafio de particula T3R3, observados bajo microscopio invertido MSHOT Mi11

1280x1024 | 2024/07/22 16:16:00 | Unidad: um Aumento: 1000x | Sin Calibrar

LS

50.0 um

Muestra T3R3
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Anexo E

Resultados de tamafio de particula T4R2, observados bajo microscopio invertido MSHOT Mi11

1280x1024 2024/07/22 16:25:25 'Unidad: um | Aumento: 1000x | Sin Calibrar

50.0 um

Muestra T4R2
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Anexo F

Resultados de tamafio de particula T5R1, observados bajo microscopio invertido MSHOT Mi11

1280x1024 | 2024/07/22 16:32:22 | Unidad: um Aumento: 1000x | Sin Calibrar

\ “’_\n

50.0 um
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Anexo G

Resultados de tamafio de particula T6R1, observados bajo microscopio invertido MSHOT Mi11

1280x1024 2024/07/22 16:41:44 | Unidad: um | Aumento: 1000x | Sin Calibrar

50.0 um

Muestra T6R1



