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RESUMEN

La curcumina contrarresta diversas patologias como el cdncer o enfermedades
neuro-degenerativas. Sin embargo, su solubilidad es baja en soluciones acuo-
sas limitando su aplicabilidad. Esta investigacion elaboré una nanoemulsion
estable de aceite en agua (O/W) a base de oleorresina de Ctircuma longa (ORC)
para ser aplicada a bebida acuosa como una posible alternativa al uso de colo-
rantes artificiales como la tartrazina. Se formularon y prepararon dos tipos de
nanoemulsién: Oleorresina (EORC) y curcumina comercial 75 % (ECC). Estas se
caracterizaron mediante el porcentaje de retencién de curcumina (CR), conte-
nido de fenoles totales (TPC); estabilidad fisica y tamario de particula (TP) por
microscopia electrénica de transmision (TEM). Se obtuvieron nanoemulsiones
estables con TP de 10,201 nmy 13,847 para EORC y ECC respectivamente.
EL CR hallado fue de 67,13 % (EORC) y 81,991 % (ECC); v, el contenido de
fenoles para EORC fue de 35,466y 36,128 mg EAGL/L para ECC. Igualmente,
se obtuvieron bebidas acuosas a base de EORC con un CR de 80, 014 %. La
bebida con EORC presenté mayor turbidez en comparacion ala ECCy la tartra-
zina (control). Se obtuvieron nanoemulsiones y bebidas estables con aspectos
diferenciables como color, turbidez, tamario de particula, separacion de fases/
tiempo. La EORC presenté mayor CR, por lo tanto, puede ser una alternativa
potencial como colorante y antioxidante en bebidas acuosas.

ABSTRACT

Curcumin counteracts over different pathologies like cancer or neurodegene-
rative diseases. However, its solubility is low in aqueous solutions therefore li-
miting its applicability. This study worked on obtaining an oil-in-water (O/W)
stable oleoresin-based emulsion of Curcuma longa (ORC) to be applied into an
aqueous beverage as an alternative to artificial colorants such as tartrazine.
Two types of nanoemulsion were formulated and prepared: Oleoresin (EORC),
and commercial curcumin 75 % (ECC). They were differentiated by percenta-
ge curcumin retention (CR), total phenol content (TPC); physical stability, and
particle size (TP) under a Transmission Electron Microscopy (TEM). Two stable
nanoemulsions were obtained with a TP of 10,201nm (EORC), and 13,847 nm
for ECC. CR observed for EORC was 67,136 % and 8,991 % for ECC. Total Phe-
nol content of 35,466 and 36,128 mg EAG/L respectively. Same way, aqueous
beverages with EORC were processed and showed a CR of 80,014 %. EORC be-
verage presented higher turbidity compared to ECC and tartrazine (as control).
Emulsions and beverages revealed settle aspects like color, turbidity; particles
size or phase/time division. EORC exhibited greater CR which could be a possi-
ble alternative as colorant and antioxidant in aqueous beverages

INTRODUCCION

Actualmente, la investigacion y el desarrollo de alimentos funcionales ha
cobrado granimportancia en el campo alimentario, industrial y de la medi-
cina, debido a sus propiedades funcionales que contrarrestan y/o previenen
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enfermedades (Granato et al., 2020). La Cuircumalonga L., es una planta perenne, pertenece a la familia Zingiberaceae
que se produce en China, Malasia, Peru, Brasil, India (Sandeep et al., 2018); posee una coloracion entre amarilloy
naranja que hace que sea atractiva para proporcionar color a los alimentos por la presencia de curcuminoides en su
composicion, principalmente la curcumina (75 %), lademetoxicurcumina (10-25 %) y la bisdemetoxicurcumina (5
%) (Patil etal., 2019). La curcumina, principal compuesto fendlico, posee un alto potencial terapéutico (Araiza-Ca-
lahorraetal.,2018; Aswathanarayan & Vittal, 2019; Azmi et al.,2019), debido que puede actuar frente a diferentes
patologias como enfermedades cardiovasculares, intestinales, neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson), contra
el cancer, diabetes, Enfermedades metabdlicas, SIDA, calculo biliar, enfermedades de las articulaciones y del higado,
anemia, infecciones bacterianas e infecciones virales, entre otras (Araiza-Calahorraetal.,2018; Bhatt etal.,2018;
Danafaretal., 2018; Azmi et al., 2019; Bagheriet al., 2020).

A pesar de los beneficios que tiene la curcumina, su biodisponibilidad y aplicacion en laindustria esta limitada de-
bido a su baja solubilidad en soluciones acuosas y su susceptibilidad a cambios de pH especialmente a condiciones
alcalinas, alaluz,alaoxidacion, al calor, humedad e iones de hierro y temperatura, que también limitan su eficacia
clinica (Danafar et al., 2018). Debido a lo anterior, en la industria es comun el uso de colorantes sintéticos por su
estabilidad y poder colorante como la tartrazina (FD&C Yellow No. 5y E102). Sin embargo, este tipo de aditivo se
ha restringido en diferentes paises como Noruega, Austria, Suecia y Alemania (Bonciu et al., 2018), ya que puede
provocar efectos adversos y alterar los marcadores bioquimicos en el cerebro, dafio a microvellosidades y permea-
bilidad intestinal debido al agotamiento crénico de zinc (Bhatt et al., 2018). Por lo anterior, existen alternativas
para contrarrestar dichas limitaciones mediante sistemas de administracion basados en emulsiones, los cuales se
dividen en macroemulsiones, microemulsiones o nanoemulsiones. Las nanoemulsiones se consideran cinéticamente
estables, pero termodinamicamente inestables. Los métodos de produccion de nanoemulsién pueden ser métodos
de alta intensidad como dispositivos ultrasénicos, o métodos de baja intensidad como temperatura de inversion
de fase (McClements & Jafari, 2018). Segiin Azmi et al. (2019), a mayor superficie del sistema de emulsién permite
mejorar la absorcién de activos o drogas a través de muchas rutas, ademas determinala entrega sosteniday selectiva.

Debido a lo anterior, con esta investigacion se busca obtener una emulsion estable aceite en agua (O/W) a base
de extractos de oleorresina de ciircuma con alta capacidad antioxidante y retencion de curcumina, con el fin de
aplicarla en una bebida acuosa como alternativa al uso de colorantes sintéticos como la tartrazina.

METODO

Los rizomas de ciircuma se obtuvieron en el municipio de Palmira, Valle del Cauca (Colombia) (temperatura me-
dia 27,2+1,13 °C, humedad relativa: 61,67+3,21 %, altitud: 1001 msnm, latitud: 3°31°48”, longitud: 76°81°13").
Estos rizomas se cortaron en rodajas de 5 mm de espesor y se secaron a 40 °C hasta peso constante, obteniendo
una humedad final de 14,38 % en base seca, posteriormente, se procesaron en un molino de martillos de acero
inoxidable-calibre 14 (Didacontrol SAS) hasta un diametro medio de particula de 0,402 mmy se almacenaron en
refrigeracion (4 °C) en recipientes herméticos hasta su uso.

Materiales

Curcumina de sintesis 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona (Merck, = 75 %). Curcumina
estandar (Eastman Kodak Company, Rochester, Nueva York, 98,45 %). Aceite de soya, girasol y oliva obtenidos
en el mercado local (Palmira, Colombia). Monooleato de sorbitan (Span 80, HLB=4,3); Monooleato de polioxie-
tilensorbitano, o polisorbato 80 (Tween 80, HLB=15), se obtuvieron de Panreac. Alcohol etilico al 95 %, metanol
absoluto, azida de sodio NaN, (Merck).

Extraccion de oleorresina de circuma (ORC)
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La oleorresina de Curcuma longa (ORC) se obtuvo mediante la metodologia presentada por Wakte et al. (2011)
y Li et al. (2014) and both methods were better than continuous ultrasonic extraction of curcuminoids. For the
pulsed ultrasonic-assisted extraction, the optimal conditions were 60% amplitude (AMP. La Clircuma deshidra-
tada (6,4 % de humedad) se llevé a microondas (140 W por 1 min), luego se mezclé con solucién de etanol:agua
(40:60, relacién sélido/solvente de 1:15 (g/mL)), y se sometid a extraccion asistida por ultrasonido (Amplitud 45
% por 10 min con pulsos on:off (3:1), circulacion de agua a 40 °C (Branson Digital Sonifier 450, USA). El extracto
se filtré al vacio y se rotoevaporo (IKA RV8-S S99, Suiza) a una temperatura de 53 °C y una velocidad de 30 rpm,
posteriormente se liofilizé (Labconco freezone 6 plus, USA) a una presion de vacio de 0,120 mBar y una tempe-
ratura de -60 °C por 24 horas y se conservo en refrigeracion (4 °C) hasta su uso.

Caracterizacion de oleorresina de circuma (ORC)
La caracterizacién de ORC obtenida se realizé con la determinacion de rendimiento, fenoles totales (TPC) (Sin-
gleton et al., 1999), ensayo ABTS (acido 2'2-azino-bis-[3-etilbenzotiazol-6-sulfénico]) (Machado et al., 2015) y

contenido de curcumina (%C) (Syed et al., 2015). El porcentaje de curcumina se obtuvo mediante la ecuacion 1
reportada por Patil et al. (2018).

Mg

%l = + 100 (Ec. 1)

M pg

Donde:

%C: Porcentaje de curcumina.
M_: Masa de la curcumina extraida (g).
M,,: Masa de la muestra en base seca (g).

Solubilidad de curcumina en aceites

La solubilidad de la curcumina se determiné utilizando método espectrofotométrico planteado por Ahmed et al.
(2012) con modificaciones. Brevemente, se afiadié curcumina en exceso en 20 mL de cada aceite a una tempera-
tura de 80 °C por 10 min. La mezcla se sonicé (20 min) y se centrifugd (1750 rpm por 10 min). Las soluciones se
mantuvieron a 25 °C por 24 h. Posteriormente, el sobrenadante fue diluido en aceite para lectura en el espectro-
fotémetro (Shimadzu UV 1800, Suiza). Se empled una celda cero con aceite puro segln el caso como referencia.
Se calculé el contenido de curcumina utilizando una curva de calibracién estandar para curcumina comercial en
aceite de soya (R? = 0,9835, A= 418,8 nm), girasol (R? = 0,9978, A= 418,2 nm) y oliva (R2=0,9913,A\=417,8 nm).
Parala oleorresina de clircuma (ORC) se obtuvo una curva de calibracién conun R2=0,9867, A= 417,8 nm.

Formulaciones y preparaciéon de nanoemulsiones

Preparacion de la fase oleosa. Una vez se obtuvo el aceite en el cual la curcumina es mas soluble, éste se calentd
a80°Cy se adicionaron 0,1890 mg ORC/g emulsién y el SPAN 80 agitando por un periodo de 1 hora.

Preparacion de la fase acuosa. En paralelo con la fase oleosa, se prepard la fase acuosa, la cual acuosa contiene
azida de sodio (N_N,) como antimicrobiano, segtin lo reportado por Kharat et al. (2018). La fase acuosa se llevé a
80 °Cy se adicioné Tween 80 hasta observar su completa dilucion.

Preparacion de nanoemulsiones. Posteriormente, se mezclaron las fases y se llevaron ahomogenizacion (Ultra-
turrax IKA, T18 digital, Brasil) (14.000 rpm por 15 min). Esta mezcla se sometid a ultrasonido (Branson Digital
Sonifier 450, USA) (Amplitud 40 %, 15 min, bafo de circulacién de agua a 12 °C), condiciones establecidas me-
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diante pruebas previas. Finalmente, las emulsiones se conservaron a temperatura de refrigeracion alrededor de
5+1 °C hasta su aplicacion. Para realizar la emulsion control se realizé el mismo procedimiento, pero reempla-
zando la oleorresina por curcumina comercial al 75 % (0,00191 mg de curcumina comercial/ g emulsién).

Pruebas de caracterizacion de nanoemulsiones

Cuantificacion de curcumina. El contenido de curcumina en las nanoemulsiones se determiné segln la meto-
dologia implementada por Syed et al. (2015), con modificaciones. Se mezclaron 0,5 g de emulsion (p/p) en 25 mL
de metanol, se calenté en bafo de agua a 60 °C hasta disolucion completa (10 min), se agité manualmente (15
min) y se sonicé (15 min) (Branson 2510R-DTH, USA), luego de lo cual se centrifugd (4.000 rpm por 10 min). Para
cuantificar la cantidad de curcumina presente se utilizé la regresion lineal (R? = 0,9989), en tanto que el conte-
nido de curcumina se expresé como porcentaje de retencion (%CR) mediante ecuacion 2 similar a lo reportado
por Aditya et al. (2015) con modificaciones.

%CR = E—f + 100 (Ec.2)

Donde:

C: Contenido de curcumina inicial en emulsion (ug/mL.
C; Contenido de curcumina (pg/mL) dia final de andlisis (dia 15).

Fenoles Totales. Se determiné el contenido de fenoles (TPC) de acuerdo con lo reportado por Wolfe et al. (2003).
Se prepard la curva de calibracién de acido gélico (R = 0,9986). Luego, se agregaron 60 uL de muestra a la con-
centracién adecuaday 60 uL de RFC en todos los pozos, seguido de 180 L de disolucién de carbonato de sodio,
siguiendo el proceso se llevé la microplaca a incubacién 30 °C por 30 min, se llevé a vortex y se procedié a leer
las muestras a 750 nm en el lector de microplacas.

Tamano de particulay morfologia de emulsiones (TEM). Las emulsiones se caracterizaron por su tamafio y mor-
fologia teniendo como base el estudio realizado por Lu et al. (2018), mediante el uso de microscopio electrénico
de transmisién (TEM) (JEOL, JEM 1011, Tokio, Japdén) (100 kV). Se secé una muestra a temperatura ambiente
por 24 h antes de obtener imagenes de las particulas bajo TEM, las cuales se analizaron con el software libre
Image J (version 1.50i).

Estabilidad. La estabilidad de las emulsiones fue determinada mediante el procedimiento presentado por Sugu-
mar et al. (2015). Inicialmente, se centrifugd para probar la estabilidad a 3.500 rpm durante 30 min y se eviden-
ci6 si habia separacion de fases, seguido de un ciclo de calentamiento-enfriamiento a temperaturasde 40y 5 °C
alternativamente, cada dia durante 15 dias.

indice de cremado. El indice de cremado (%1C) se midi6 de acuerdo con la metodologia reportada por Aditya et
al. (2015). Las emulsiones se almacenaron en probetas de vidrio a 4+1 °Cy 25+2 °C. Las mediciones se hicieron
a intervalos de tiempo especificos (5, 10 y 15 dias). El porcentaje de cremado expresado como porcentaje que
permanece estable se determind utilizando la ecuacion 3:
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he (Ec.3)
WIC = (1 - h_) + 100
T

Donde:

%IC: Porcentaje que permanece estable sin formacién de crema.
h.: Altura de cremado.
h: Altura total inicial.

Caracteristicas fisicoquimicas de las emulsiones

Determinacion de pH. El valor de pH de las emulsiones se midié por triplicado, usando un medidor de pH (Me-
ttler Toledo, modelo FE20).

Determinacion de color. Se determinaron las coordenadas de color de las emulsiones (b*) con un colorimetro
Konica Minolta (Chroma Meter CR-400, Japon). El equipo se calibro, posteriormente se colocd una muestra (10
mL) en una caja de Petriy se iluminé con luz diurna artificial D65 (2 angulos estandar).

Obtencidn bebidas acuosas. Las bebidas se desarrollaron de acuerdo con la formulacién planteada por Kim
et al. (2014). Brevemente, sacarosa (7,5 % p/v), acido citrico (0,2 % p/v), acido ascérbico (0,1 % p/v) y benzoato
de sodio (0,05 % p/v) se anadieron al agua y se disolvieron completamente. Para aportar color a las bebidas se
incorporaron las emulsiones preparadas con anterioridad a base de oleorresina (EORC) y curcumina comercial
(ECC), ambas con una concentracion de curcumina de 1,88 ug/mL. La bebida control (tartrazina) se preparé
mediante incorporacion de 5 mL de solucion (60 pg/mL, dentro de la dosis permitida). Se utilizaron botellas de
vidrio esterilizado para almacenar el sistema de bebidas fortificadas con curcumina bajo refrigeracién (41 °C).

Pruebas de evaluacion en bebida acuosa

Contenido de curcumina. Se uso la metodologia reportada por Aditya et al. (2015), con modificaciones. Para ello
se tomaron 500 pL de bebida, se adicionaron 500 pL de metanol y se mezclaron completamente. Se usé un vor-
tex (Boeco, V1 Plus) para romper la emulsidn y solubilizar la curcumina, luego se centrifugé (16.000 x g por 40
min). El sobrenadante se diluyé adicionalmente con metanol seguin se requirié (200 uL de sobrenadanteen 5 mL de
metanol) y se cuantificaron utilizando espectrofotémetro UV visy la curva de calibracién para curcumina patrén (R?
=0,9989). Se expresd como porcentaje de retencidon de curcumina (%CR) como se hizo para emulsiones (Ecuacion 2).

Turbidez. Las pruebas de turbidez se utilizaron para medir la formacion de cristales de curcumina en sistemas
acuosos usandod un método espectrofotométrico reportado por Kharat et al. (2017). La turbidez en las bebidas
se midié cada 24 horas, utilizando un espectrofotémetro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-vis, China) a 600
nm, empleando una plancha de agitacion (Thermo scientific SP131325Q) y un agitador magnético. La turbidez
se calculd a partir de cada valor de absorbancia utilizando la ecuacion 4:

=203 Abs (Ec.4)
= N E

c

Donde:
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T: Turbidez (cm™).
Abs: Absorbancia.
L : Longitud del trayecto de la celda (cm).

Caracteristicas fisicoquimicas de las bebidas. Las caracteristicas fisicoquimicas se determinaron de igual ma-
nera que en las emulsiones.

Tamafo de particula y morfologia de curcumina en bebida (TEM). El tamafio de particula se determiné con la
misma metodologia usada en emulsiones.

Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y se presentaron como media + desviacién estandar. El ana-
lisis estadistico se realizd6 mediante un analisis unidireccional de la varianza (ANOVA) utilizando el software
InfoStat y prueba de Tukey a un nivel de significacion del 5 %. Por otra parte, para analizar estadisticamente el
comportamiento de los datos en el tiempo se usé un Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA), donde
los bloques fueron los dias de estudio.

RESULTADOS

Caracterizacion oleorresina de ctircuma (ORC)

El cuadro 1 muestra los resultados para la caracterizacion de la oleorresina de circuma obtenidos mediante
ultrasonido con un rendimiento del 20,303 %. Ademas, se obtuvo una concentracion de Compuestos Fendlicos
Totales (TPC) en la oleorresina de 2583,762 mg EAG/100 g harina. Vijayan et al. (2019) obtuvieron extractos
de Circuma aromdtica Salisb mediante fluidos supercriticos SCCO, (45 °C a 40 MPa por 60 min) con un valor de
actividad antioxidante por ABTS de 64,2 + 1,2 umol TE/g oleorresina, con isopropanol (20 % v/w) como solvente.

Se obtuvo un contenido de curcumina de 0,062 mg/mg oleorresina, lo cual es equivalente a 1,259 % de curcumi-
na (Cuadro 1). Patil et al. (2018) reportaron contenido de curcumina obtenida por soxlhet con etanol a partir de
tres variedades de ctrcuma salem, Krishna, Rajapuri con valores de 3,8, 2,5y 4,2 % respectivamente.

Cuadro 1. Caracterizacion ORC.

Prueba Resultado
Rendimiento (%) 20,303
Fenoles (mg EGAG/100 g muestra) 2583,762+40,488
ABTS (umol TE/g muestra) 2375,159+52,716
Contenido de curcumina (mg curcumina/mg oleorresina) 0,062+0,001
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Solubilidad de curcumina comercial y oleorresina

En cuanto a la solubilidad, se encontré que la curcumina comercial es mas soluble en aceite de oliva, seguido
de soyay girasol con valores de 2,911+0,047, 1,940+0,165 y 1,519+0,024 mg de curcumina/mL de aceite (mg/
mL), por que se selecciond el aceite de oliva como fase oleosa para las emulsiones. Para ORC, la solubilidad fue
2,289+0,004 mg de oleorresina/mL aceite (0,142+0,003 mg curcumina /mL aceite).

Los resultados obtenidos mostraron que la solubilidad es alta en relacién con la solubilidad de curcumina pura
en agua reportada en otros estudios (456 pg/L) (Jakubek et al., 2019). Ademas, |a solubilidad obtenida en aceite
de oliva tanto para CC como para el ORC es mayor a la reportado por Araiza-Calahorra et al. (2018) para curcu-
mina aislada con un valor de 0,080 mg/mL (60 °C, 10 min), debido al coeficiente de particidn relativamente alto
de la curcumina-P entre 2,3y 2,6 (medida de la preferencia de la fase lipidica sobre la fase acuosa en un sistema
disolvente bifasico, inmiscible) (Jamwal, 2018).

Formulaciones y preparacion de emulsiones

Las formulaciones obtenidas tanto para ECC como para EORC estan compuestas por fase acuosa (FA) (84 %)
y fase oleosa (FO) (16 %), la relacion entre FA y FO fue de 5,25. La relacion entre los surfactantes fue de 2,01
teniendo en cuenta sus balances hidrofébicos (HLB): Tween 80= 15y Span 80= 4,3. También se encontré que FO
fue menor al 33 %, el uso de surfactantes fue menor al 32 %y el agua fue mayor al 50 %.

Pruebas de caracterizacion de emulsiones

El mayor porcentaje de CR de curcumina fue para ECC con un valor de 81,991 % con respecto a EORC (67,136
%). Esto se podria explicar debido a la influencia del pH (Cuadro 2), porque EORC tiene un pH inicial de 6,943
cercano ala neutralidad y esto puede ocasionar cambios en la estructuray estabilidad fisicoquimica de la curcu-
mina (Kharat etal.,2017); los mismos autores mencionan que la curcumina es relativamente estable en emulsio-
nes acidas con porcentaje de CR entre 85y 95 %, pero inestables en emulsiones alcalinas neutras con porcenta-
jes deretencién entre 53y 62 % durante 30 dias. Por su parte, Aditya et al. (2015) reportaron que la estabilidad
de lacurcumina en emulsiones fue 91y 87 % después de 15 dias de almacenamiento a4y 23 °C, respectivamen-
te, con un pH de 2,85+0,3, por tanto su estabilidad es mayor. Ademas, los resultados de color (coordenada b*),
demuestran que las coordenadas presentaron cambios entre el dia 1y 15, especialmente EORC (Figura 1, cua-
dro 2) con un pH cercano a la neutralidad (6,707+0,131), lo que indicaria que se produjo una leve degradacién
quimica de la curcumina (Martinez-Guerra et al., 2019). Kharat et al. (2018) analizaron color (coordenada b*) en
emulsiones O/W en funcién de surfactantes como caseinato de sodio, Tween 80, quillaja saponina y soluciones
de goma arabiga, bajo condiciones de pH neutro (pH= 7,55 °C, 15 dias), donde se nota una disminucion del color
entre los dias 1y 15 similar al comportamiento que se ha obtenido en el presente estudio.

Cuadro 2. Resultados paraEORCy ECC,dia1y 15.

Emulsién (dia) pH Color (b*)
EORC (1) 6,943+0,287° 13,990+0,593°
EORC (15) 6,740+0,114¢ 13,690+0,470¢
ECC(1) 6,470+0,061¢° 15,790+0,799f
ECC(15) 6,457+0,035¢ 15,010+0,179"

*letras diferentes evidencian diferencias significativas respecto al tipo
de emulsion (EORCy ECC) y al tiempo (dia 1y 15).
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Los resultados de porcentaje de CR se relacionan con los resultados obtenidos en TPC, para ECC pasé de 37,552
eneldiala36,128 mg EAG/L en el dia 15, valores ligeramente superiores a los obtenidos con EORC los cuales
variaron de 35,830 a 35,466 mg EAG/L en el mismo tiempo. Ademas, los analisis ANOVA mostraron diferencias
significativas entre el tipo de emulsién y entre los dias 1y 15.

Los resultados TPC obtenidos en las emulsiones (EORC y ECC) son inferiores a los obtenidos para ORC antes
de su encapsulacion, es decir, que es posible que las propiedades antioxidantes se hayan visto afectadas por
las condiciones de emulsificacion (ultrasonido y homogeneizacion) (Liu et al., 2019). Sin embargo, mas del 60 %
de curcumina permanecio estable en ambos tipos de emulsion y, segiin Kumar et al. (2019), las fuerzas de cavi-
tacion creadas por el ultrasonido hacen que se produzca nanoemulsiones estables. Ademas, los resultados de
estabilidad fisica en las emulsiones ECC y EORC en el periodo de estudio (15 dias) permiten evidenciar que no
se presentaron cambios importantes en cuanto a consistencia, debido a que las emulsiones se mantuvieron fisi-
camente en fase homogénea (Figura 1), de color amarillo claro, sin formacién de cremas, ni separacién de fases
después del almacenamiento, lo que demuestra que la curcumina en las emulsiones fue estable, esto se puede
atribuir a que las nanoemulsiones a menudo tienen mejor estabilidad a la separacién gravitacional, floculacién y
coalescencia que las emulsiones convencionales (Aswathanarayan & Vittal, 2019).

a) b)

o]

Figura 1. Estabilidad en emulsiones.
a) ECCdia 1.b) ECC dia 16.c) EORC dia 1.d) EORC dia 16
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De acuerdo con la ANOVA, se encontro que los resultados de porcentaje de (%IC) para ECC a4y 25 °C no pre-
sentaron diferencias significativas ante los cambios de temperatura, contrario a EORC a 4 y 25 °C (Cuadro 3),
aunque en lo relacionado con el tiempo ambas emulsiones presentaron diferencias significativas.

Cuadro 3. Resultados indices de cremado para EORC como ECC.

EORC (4 °C) EORC (25 °C) ECC(4°C) ECC (25°C)
100+ 0,000 100+ 0,000 100+ 0,000*¢ 100+ 0,000%¢
99,167+ 0,722%¢ 100+ 0,0008¢ 100+ 0,000%5¢ 100+ 0,000
10 98,542+ 0,361® 99,625+ 0,722% 99,583+ 0,217%** 99,292+ 0,505%8
15 97,5+ 0,000 98,333+ 0,361 97,917+ 00,7224 97,292+0,361%

*letras minusculas indican diferencias significativas respecto a los tratamientos EORCy ECC a4 °Cy 25 °C.

*Letras mayusculas indican diferencias significativas respecto al tiempo (dia 1y 15).

La estabilidad de EORC y ECC fue mayor con relacién a otros estudios. Por ejemplo, Aditya et al. (2015) desa-
rrollaron emulsiones a base de aceite de soya, aceite de oliva, aceite de girasol y triglicéridos de cadena media
(MCT) y encontraron que el indice de cremado (%IC) es mayor para las emulsiones a base de aceite de oliva 'y
soja ya que alrededor de 90 % permanecio estable.

Tamafno de particula de las emulsiones y morfologia

Teniendo en cuenta los resultados y el ANOVA, existen diferencias entre el TP obtenido tanto para los tipos
de emulsién como su cambio en el tiempo (Cuadro 4). En el caso de ECC el TP aumentd, el cual puede estar
relacionado con la maduraciéon de Ostwaild (Liu et al., 2019), sin embargo, es importante mencionar que en este
estudio se encontraron nanoemulsiones (10-100 nm) que tienen una estabilidad mucho mejor a la agregacion
en comparacién con la de las emulsiones convencionales, debido a su tamafo de gota muy pequefio (Liu et al.,
2019).En otros estudios, Lu et al., (2018) obtuvieron una nanoemulsién almacenada por 6 meses a4y 25 °C, con
un TP de 12,4+0,5 nmy 16,7+0,6 nm respectivamente, lo que es comparable con los resultados obtenidos para
ECCconTPentre 7,083y 13,847 nm entre el dia 1y dia 15 respectivamente.

Cuadro 4. Resultados bebida a base de EORC como ECC y bebida control (dia 1y 15).

EORC ECC Tartrazina (Control)
Prueba Dia1 Dia 15 Dia1l Dia 15 Dia1 Dia 15
%CR - 80,0142 - 20,048° - -
Turbidez (cm™) |0,379+0,0012 0,456+0,0012 0,075+0,002° |0,127+0,001° 0,020+0,001° 0,021+0,001°
TP(nm) 22,355° 5,732° 41,028¢ 5,309¢ - -
pH 3,033+0,006° 3,043+0,006? 2,943+0,006° | 2,920+0,000° 2,903+0,006° 2,883+0,006°
Color (b*) 13,373+0,650? 12,987+0,506¢ | 6,113+0,250°* | 5,850+0,229¢ 4,517+0,257¢ 4,133+0,121¢

*letras diferentes evidencian diferencias significativas respecto al tipo de bebiday al tiempo (dia 1y 15).

*letras iguales no evidencian diferencias significativas respecto al tipo de bebiday al tiempo (dia 1y 15).

En cuanto a la morfologia en emulsiones (Figura 2), las nanoemulsiones presentan forma esférica con glébulos
relativamente uniformes, sin formacion de agregados. Sin embargo, EORC en el dia 1 presenta forma esféri-
ca pero con ciertos bordes irregulares como estructuras dentadas en su superficie, similar a los reportado por
Ghayour et al. (2019) quienes nanoencapsularon curcumina y quercetina en nanoestructuras micelares o las
nanoparticulas de caseina.
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Figura 2. Tamano de particula en emulsiones.

a) EORC dia 1b) EORC dia 15 ¢) ECC dia 1 d) ECC dia 15 obtenidas por microscopia electrénica de transmisién (TEM) (escala: 500 nm).

Pruebas de evaluacion en bebida acuosa

Segun los andlisis estadisticos ANOVA, se observa que hay diferencias significativas entre los tipos de bebida y el
tiempo de andlisis. La bebida con EORC presentd mayor porcentaje de %CR que la bebida con ECC con valores de
80,014y 20,048 % respectivamente (Cuadro 4). EORC presenté resultados superiores a los reportados por Aditya
etal. (2015), quienes obtuvieron una estabilidad de la curcumina en la bebida alrededor del 40 %. Sin embargo,
para la bebida con ECC se puede afirmar que hubo una degradacion de curcumina en el tiempo, lo cual va acorde
con resultados anteriores que han mostrado una degradacion hidrolitica de la curcumina en la fase acuosa bajo
condiciones de pH acidos (Cuadro 4) (Wanget al., 2019), ademas de la posible degradacion de curcumina por cris-
talizacion en medio acido (Kharat et al., 2017), acorde con la disminucion de color (Cuadro 4, Figura 3).
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Figura 3. Estabilidad fisica de bebidas en el tiempo (EORC y ECC) y al tiempo (dia 1y 15).

a) Bebidas EORC, ECC y tartrazina (Control) dia 1 b) bebidas EORC, ECC y tartrazina (Control) dia 15.

En otros estudios, Kharat et al. (2017) analizaron curcumina en bebidas acuosas y encontraron que la muestra
comercial de curcumina (= 65 %), que en realidad consistia en una mezcla de curcuminoides, parecia tener una
mejor estabilidad a pH 7 que la muestra de curcumina pura. Este resultado es acorde con estudios previos reali-
zados por Gordon et al. (2015), quienes mencionan que la lenta degradacién del extracto de ciircuma en relacion
con la curcumina pura sugirié diferentes tasas de degradacion para los curcuminoides en la mezcla de extracto
en comparacion con los compuestos puros, lo cual confiere mayor estabilidad de la curcumina en extracto ante
el pH fisiolégico, similar a lo encontrado en el presente estudio, teniendo en cuenta que se usé oleorresina de
Curcuma longa, la cual contiene carbohidratos, curcuminoides, aceites esenciales, acidos grasos, entre otros, en
comparacion a CC, la cual esta compuesta por curcumina = 75 %, bisdemetoxicurcumina < 5 % y demetoxicur-
cumina < 20 %, mediante andlisis HPLC (Merck, 2019).

Por otra parte, analizando los resultados de turbidez como una medida de estabilidad fisica, muestran que no existen
diferencias significativas entre la bebida con ECC y tartrazina, pero si hay diferencias con la bebida con EORCy
en el tiempo para los tres tipos de bebida (Cuadro 4), siendo mas turbia la bebida con EORC. En todos los casos se
presenta un aumento de la turbidez con el tiempo (Figura 4), es decir que la curcumina es estable quimicamente
pero susceptible a formacién de cristales y, por tanto, incremento en la turbidez (Kharat et al., 2017). Ademas, la
bebida con EORC posee diferentes curcuminoides ya que no se realizé purificacion y, por tanto, estos tienen di-
ferentes estabilidades seguin el pH, lo cual es importante entender y analizar con mayor profundidad para tomar
decisiones durante el proceso de desarrollo de sistemas de entrega efectivos para este componente bioactivo.
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Turbidez en el tiempo
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Figura 4. Turbidez en el tiempo para los tres tipos de bebida.

Tamaiio de particula y morfologia de curcumina en bebida (TEM)

En cuanto a los resultados de TP obtenidos para las bebidas en estudio (Cuadro 4), se puede encontrar que a
menor TP, la turbidez aumentay, en el caso de la bebida con EORC, el TP inicial es la mitad en comparacién ala
bebida con ECC por tanto su turbidez es mayor, debido a que estas particulas dispersan la luz de manera mas
efectiva (Kharat et al., 2017). Para la bebida con EORC se obtiene una disminucion del TP de 22,355 nma 5,732

nmy para la bebida con ECC de 41,028 nm a 5,309 nm.

En cuanto a la morfologia en bebidas, se evidencia mediante imagenes de microscopia electrénica de trasmision
(TEM) (Figura 5) que las particulas presentan forma esférica con glébulos relativamente uniformes, sin forma-
cion de agregados, con bordes lisos tal como se observé para las emulsiones, pero en este caso las particulas son

dispersas en cuanto a cantidad por area.

Figura 5. Tamafio de particula en bebidas a) EORC dia 1 b) EORC dia 15 ¢) ECC dia 1 d)
ECC dia 15 obtenidas por microscopia electrénica de transmision (TEM) (escala: 500 nm).
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CONCLUSIONES

La solubilidad de curcumina comercial fue mayor en el aceite de oliva, seguido de soya y girasol con valores de
2,911+0,047,1,940+0,165y 1,519+0,024 mg de curcumina/mL de aceite, respectivamente. La solubilidad para
oleorresina fue de 0,142+0,003 mg curcumina /mL aceite.

Se obtuvieron nanoemulsiones O/W a partir de ORC y CC estables durante 15 dias con TP de 10,201y 13,847
nmy porcentahe de CR de 67,136y 81,991 % respectivamente. La actividad antioxidante para EORC y ECC el
dia 1fuede 35,830y 37,552 mg EAG/L de emulsidn respectivamente, lo cual tuvo una leve disminucién en el dia
15 convalores de 35,466y 36,128 mg EAG/L de emulsién para EORC y ECC respectivamente, por lo tanto, ECC
presentd mejores caracteristicas que EORC.

La bebida con EORC presenté mejor resultado principalmente con relacién al porcentaje de CR con un valor
de 80,014 % respecto a la bebida con ECC y una diferencia de color con coordenadas *b de 13,373+0,650 y
12,987+0,506 entre los dias 1y 15. Sin embargo, la bebida EORC tuvo mayor turbidez posiblemente debido al
bajo TP inicial con un valor de 22,355 nm aproximadamente la mitad en comparacion a la bebida con ECC.

Se concluye que la emulsion a base de EORC tiene potencial de aplicacién como colorante en bebidas acuosas
conservando su capacidad antioxidante.
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