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Resumen

Desarrollo de un ingrediente con Cannabinoides
para la industria de bebidas tipo “Soft Drink”

El Cannabidiol (CBD) es el mayor cannabinoide que se encuentra en la planta de cannabis,
el cual ha generado gran interés por sus beneficios medicinales y econémicos. En este
estudio se investigo la extraccion de CBD a partir de la variedad Clear Sun, utilizando
etanol al 96%, a dos temperaturas (28.0, -19.6°C) y a tres relaciones solvente:muestra
(12/1, 10/1, 8/1 letanoi’KQfiordescarboxilada). La cuantificacion del CBD por medio de cromatografia
de gases indico que las concentraciones mas altas de CBD (85-90%) se obtienen a bajas
temperaturas. Con el fin de preparar un ingrediente hidrosoluble con posibles aplicaciones
en la industria de bebidas, se prepararon emulsiones de CBD mediante sonicacion, usando
como ingredientes lecitina, aceite de oliva, Tween 80, Nanostabilizer LSO y CBD. La
influencia de la composicion de la emulsién (concentracion de LSO y de CBD) y del tiempo
de sonicacién, en la estabilidad de las emulsiones (tamano de particula, indice de
polidispersidad y potencial Z) se evalué mediante un disefio de tipo Box-Behnken (3
factores, 3 niveles, 5 puntos centrales). La emulsion con mejores propiedades de
estabilidad (tamafno de particula de 28.64 nm, un potencial Z de -49.9 mV y un indice de
polidispersidad de 0.366) y con una concentracion de 635 mgcep/gsin S€ escogid para
preparar una bebida de tipo “Soft Drink” de sabor a maracuya, con inclusiones de emulsién
de CBD a tres concentraciones diferentes (2, 4 y 6% p/p). La estabilidad de las bebidas se
investigd durante 24 dias de almacenamiento a cuatro temperaturas diferentes (4, 20, 30,
40°C) utilizando un disefio factorial en el que se evalué el tamano de particula, indice de
polidispersidad, potencial Z y pH. Los resultados de este estudio indican que con la
aplicacion de ultrasonido es posible obtener emulsiones de CBD como ingredientes
hidrosolubles que pueden ser aplicados en bebidas de tipo “Soft drink” sin alterar

significativamente sus propiedades fisicoquimicas.

Palabras clave: CBD, Extraccion, Microemulsion, tamano de particula, Potencial Z, indice

de Polidispersidad.
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Abstract

Development of a cannabinoid-containing
ingredient for the soft drink industry

Cannabidiol is the major cannabinoid found in the cannabis plant, which has generated
great interest for its medicinal and economic benefits. In this study, the extraction of CBD
from the Clear Sun variety was investigated, using 96% ethanol, at two temperatures (28,
-19.6°C) and at three solute-solvent ratios (12/1, 10/1, 8/1 lethanol/KQdecarboxylated flower)-
Quantification of CBD by gas chromatography indicated that the highest concentrations of
CBD (85-90%) are obtained at low temperatures. In order to prepare a water-soluble
ingredient with potential applications in the beverage industry, CBD emulsions were
prepared by sonication, using lecithin, olive oil, Tween 80, Nanostabilizer LSO and CBD as
ingredients. The influence of emulsion composition (LSO and CBD concentration) and
sonication time on emulsion stability (particle size, polydispersity index and Z potential) was
evaluated using a Box-Behnken type design (3 factors, 3 levels, 5 central points). The
emulsion with the best stability properties (particle size of 28.64 nm, a Z potential of -49.9
mV and a polydispersity index of 0.366) and with a concentration of 635 mgCBD/gsIn was
chosen to prepare a passion fruit-flavored “Soft Drink” type beverage, with inclusions of
CBD emulsion at three different concentrations (2, 4 and 6% w/w). The stability of the
beverages was investigated during 24 days of storage at four different temperatures (4, 20,
30, 40°C) using a factorial design in which particle size, polydispersity index, Z potential
and pH were evaluated. The results of this study indicate that with the application of
ultrasound it is possible to obtain CBD emulsions as water-soluble ingredients that can be
applied in “soft drink” type beverages without significantly altering their physicochemical
properties.

Keywords: CBD, Extraction, Microemulsion, Particle size, Zeta potential, Polidispersity

Index.
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Introduccion

A lo largo de la historia, se han destacado los usos y beneficios de la planta del Cannabis,
reflejando su dimensién social al ser usada como medicina natural, como lo sefalan
algunos registros que datan del afio 2737 A.C (Ben Amar, 2006). A pesar de que el uso
inicial del Cannabis se orienté principalmente al ejercicio artesanal para la fabricacion del
canamo y algunas practicas medicinales y recreativas, la evolucion de la industria del
cannabis ha experimentado una tendencia creciente a nivel global durante los ultimos
anos, y la demanda de productos derivados del cannabis se ha incrementado de manera
significativa, debido a los resultados cientificos que demuestran sus beneficios. Las
politicas publicas creadas en torno al uso y comercializacion de productos derivados del
cannabis, ha abierto multiples oportunidades de desarrollo en d&mbitos como la agricultura,

la investigacion, la fabricacién y comercializacion de productos derivados.

Aunque actualmente persisten algunas limitaciones de indole social, politico y regulatorio
que han obstaculizado el avance de la industria, y el matiz prohibicionista establecido por
los sistemas de fiscalizacion de drogas del mundo, la legislacion del cannabis en América
Latina para uso medicinal y cientifico ha avanzado dada la favorabilidad de las condiciones

geograficas y climaticas de la region.

Particularmente Colombia, ha sido uno de los paises pioneros en reglamentar desde el
2016 el Cannabis medicinal. Sin embargo, fue hasta el 2022 que la industria de alimentos
y bebidas que incluyen dentro de sus ingredientes el Cannabis tuvo luz verde para su
implementacion, bajo el marco de la Resolucion No 227 del 18 de febrero de 2022,
mediante la cual se reglamenté el Decreto 811 de 2021, que aborda las condiciones de
uso industrial del componente vegetal no psicoactivo del cannabis y sus derivados, con el
objetivo de mantener un control sobre los productos derivados del
cannabis.

La industria de alimentos y bebidas se ha beneficiado con la regulacién mencionada

previamente, siendo una de las que ha percibido mayor crecimiento en el uso del cannabis,
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dentro de la cual se encuentran las bebidas tipo “Soft Drink”. No obstante, la aplicacion de
derivados de cannabis como el cannabidiol (CBD) representa algunos desafios por su
caracter hidrofébico (Tireki, 2021).

El CBD es uno de los componentes que esta presente en la planta de cannabis que se
caracteriza por no producir efectos psicoactivos, motivo por el cual se ha destacado como
ingrediente en la fabricaciéon de productos de salud y bienestar como medicamentos,
cremas, aceites, alimentos y bebidas (Moltke & Hindocha, 2021). Sin embargo, por su
caracter hidrofébico, es decir, por presentar dificultad para diluirse en agua y tener mayor
afinidad para disolverse en aceites y grasas, limita su estabilidad a la hora de formular
productos que contengan este ingrediente afectando la biodisponibilidad del CBD en el
cuerpo humano, impidiendo aprovechar sus beneficios. Para superar estos retos, se han

desarrollado algunas tecnologias de emulsificacion, como la microemulsificacion.

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar un ingrediente acuoso con CBD que pueda ser
afadido a una bebida tipo Soft Drink. Para ello en una primera fase se evaluo el efecto de
la temperatura de extraccion (28.0, -19.6°C) en la concentracion de CBD de los extractos.
Se elaboraron emulsiones de CBD mediante sonicaciéon y la emulsion mas estable se

utilizé para la preparaciéon de la bebida.

En el primer capitulo, se presentan los antecedentes de los procesos de extraccion de
cannabinoides, tecnologias de emulsificacion, propiedades de estabilidad que se avaluan
para determinar la estabilidad de una nanoemulsion (NE) y microemulsion (ME) y tipo de
bebidas “Soft Drink” que presentan emulsiones en sus matrices. Adicionalmente, se

presentan conceptos sobre los tipos de emulsidon y procesos de formacion.

En el segundo capitulo se presentan los resultados de la evaluacion de las condiciones de
extraccion (temperatura, tiempos y relacion flor descarboxilada/solvente) que permiten
obtener la mayor concentracién de CBD en el extracto y, se realizdé un analisis de costos
sobre la viabilidad de adicionar un destilador molecular para llegar a concentraciones mas
altas de CBD.
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En el tercer capitulo se presentan los resultados del estudio de estabilidad (Tamafio de
particula, Potencial Z e indice de polidispersidad) y el costo de la formacién de diferentes
emulsiones, evaluando los factores de concentracion de destilado de CBD, concentracion

de Nanostabilier LSO y tiempo de sonicacion.

En el cuarto capitulo se presentan los resultados de la aplicacion de emulsiones de CBD
en una bebida tipo “Soft Drink”, las propiedades de las bebidas adicionadas con CBD y los

costos asociados.
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1.Conceptos base

1.1 Antecedentes

A partir de las nuevas politicas de regulacion de cannabis en el afio 2018 en paises con
economias fuertes como Estados Unidos y Canada, el mercado legal del cannabis se ha
visto favorecido con una proyeccion de crecimiento de 126 billones de délares para el afo
2025 a una tasa de crecimiento anual del 26.8% (Euromonitor International, 2019). Gracias
a esto industrias como la de alimentos y bebidas se han visto beneficiadas (Charlebois et
al., 2020). Dentro de las sub-industrias con mayor crecimiento de subproductos del
cannabis estan las de bebidas alcohdlicas y no-alcohdlicas que representan 920.06
millones de délares para el afio 2023 y se espera que crezca 54.3% anual hasta el 2028
(Forecast, 2023).

Es importante tener en cuenta que el mercado de bebidas no-alcohdlicas es un 34% mas
grande que el de bebidas alcohdlicas. Se espera que tenga un crecimiento anual desde el
2023 hasta el 2027 de un 4.66%, y el 60% representa la categoria de bebidas tipo “Soft
Drink” (Statista, 2023a, 2023b). Dentro de esta sub-industria, uno de los ingredientes mas
prometedores es el CBD, debido a que la busqueda de ingredientes funcionales se

increment6 en el 2020 a raiz de la pandemia (Tireki, 2021).

Respecto a la industria del cannabis en Colombia, los procesos de investigacion y la
regulacién aun se encuentran en pleno desarrollo. El comercio ilegal ha estigmatizado y
frenado los avances tecnolégicos, la produccion industrial alrededor de este cultivo y sus
derivados. Actualmente en Colombia el marco normativo que regula la materia esta
consagrado en la Ley 1787 de 2016 y el Decreto 811 del 2021 que reglamenta el uso
meédico y cientifico del cannabis, que establece los tipos de licencias (Fabricacién
derivados del cannabis, uso de semilla para la siembra, cultivo de plantas psicoactivas,

cultivos de plantas de cannabis no psicoactivo) para el uso y comercializacién del cannabis.
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No obstante, adicionar derivados del cannabis como el CBD no solo representa desafios
legales, sino también desafios tecnoldgicos, por su caracter hidrofébico y por el tipo de
tecnologias de extraccién y de emulsificacion, que buscan tener un impacto leve en el

medio ambiente y que sean de bajo costo (Hossain et al., 2023; KFiZek et al., 2018).

Para superar estas barreras, se han desarrollado tecnologias de extraccion y diferentes
procesos de emulsificacién con CBD. Dentro de los procesos de extraccion se encuentran
principalmente el uso de disolventes en condiciones supercriticas (con CO,), extraccion
asistida con microondas (MAE), extraccidon asistida con ultrasonido (UAE), extraccion
Soxhlet, extracciéon etandlica en frio, y técnicas mecanicas (Addo, Sagili, et al., 2022;
Krizek et al., 2018; Qamar et al., 2021).

De los métodos anteriores de extraccién el de menor costo, con buenos rendimientos y
eco amigable es el proceso de extraccion con etanol en frio (King, 2019; Kfizek et al.,
2018). Este proceso también es conocido como extracciéon criogénica con etanol, se
caracteriza por evitar extraer productos indeseados como grasas, lipidos y ceras, lo que
permite reducir los procesos de winterizacion, y por emplear un solvente generalmente

reconocido como seguro (GRAS) (Darcel, 2021).

El reto de incorporar CBD en matrices alimentarias esta ligado a su biodisponibilidad, que
se ve afectada por el caracter lipofiico del CBD que inhibe la catabolizacién del
endocannabinoide anandamida, que actua como ligante entre el cannabidiol y los
principales receptores de cannabinoides (CB1 y CB2); adicionalmente, se acumula en
tejidos adiposos lo que disminuye su biodisponibilidad (Hossain et al., 2023)(Hossain et
al., 2023). La incorporacién en matrices alimentarias como bebidas, en las que el
componente principal es el agua, presenta una dificultad mayor que en otros productos
como chocolates y productos de panaderia, en los cuales el CBD se adiciona facilmente

en la fase oleosa.

1.2 Extraccion de Cannabinoides

Para la seleccion del método de extraccion se deben tener en cuenta las caracteristicas

del producto deseado. Lo métodos mas usados se pueden clasificar en tres: solventes



24

Desarrollo de un Ingrediente con Cannabinoides para la industria de Bebidas
tipo “Soft Drink”

organicos e inorganicos, procesos de presion mecanica y extraccién con fluidos
supercriticos (Ramirez et al., 2018). Los métodos que menos impactan el medio ambiente
son los métodos mecanicos y de solvente inorganicos, por ejemplo, extracciéon con agua
caliente a altas presiones, aunque es considerado una alternativa verde, la eficiencia es
muy baja para la extraccion de cannabinoides que son no polares y tienen caracter lipofilico

(Lustenberger et al., 2022).

1.2.1 Proceso de extraccion del CBD

El proceso de extraccion de CBD se realiza normalmente en tres etapas (Figura 1). La
primera consiste en el tratamiento térmico de la flor, en donde el CBDA considerado como
un compuesto no activo farmacoldgicamente, debido a que no afecta el sistema
endocannabinoide, se transforma en CBD por medio de la descarboxilacion, en la cual la
flor de cannabis es tratada térmicamente para remover el grupo carboxilo de la molécula
acida (Chen & Pan, 2021; M. Wang et al., 2016).

1. Pretratamiento
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Figura 1. Proceso general de extraccion de CBD.

La segunda etapa consiste en la obtencién del extracto de CBD con solvente (ECBDS) y

extracto de CBD sin solvente. La flor descarboxilada se somete a un proceso de extracciéon
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(etanol en frio o extraccion con CO» supercritico) que permite la obtencion del ECBDS. Si
se realiz6 la extraccion con etanol en frio no es necesario remover ceras, lipidos y acidos
grasos por medio del proceso de winterizacion (Darcel, 2021). Finalmente se retira el

solvente y se obtiene el extracto seco (King, 2019).

En la ultima etapa se busca purificar o concentrar mas el CBD y obtener un producto por
encima del 90% de pureza. El extracto seco se somete a un proceso de destilacién donde
se separan la gran mayoria de terpenos y las ceras (Valizadehderakhshan et al., 2022),
obteniendo un destilado de CBD que ya es atractivo para el uso en diferentes aplicaciones
(vaporizadores, comestibles y tépicos). Finalmente, para tener un producto con purezas
mayores al 99% se emplean técnicas cromatograficas para separar algunos terpenos

restantes y obtener ingredientes activos farmacéuticos (King, 2019; Maly et al., 2023).

1.2.2 Extracciones con fluidos supercriticos

Estas tecnologias han ganado gran interés en aplicaciones a nivel industrial, porque no
usan solventes toxicos, permite reciclarlos facilmente, y limita la degradacién térmica, ya
que este proceso se da a bajas temperaturas. Se puede acoplar a técnicas de
cromatografia analitica por su rapida tasa de extraccién y por su alto rendimiento
comparado con tecnologias convencionales como extraccién con solventes organicos
(Marzorati et al., 2020; Qamar et al., 2021).

No obstante, esta tecnologia tiene algunas limitaciones respecto tecnologias
convencionales con solventes. El rendimiento de extraccion es menor (Lazarjani et al.,
2021; Marzorati et al., 2020), los tiempos de extraccién son de larga duracion y requieren
procesos adicionales de winterizacidon para la eliminacién de ceras que presentan el mismo
caracter apolar del CBD (Kargih & Aytacg, 2021; Ribeiro Grij6 et al., 2019).

1.2.3 Extracciones con solventes organicos

Los solventes organicos mas usados en la extraccion de cannabinoides son metanol,
etanol, propano, butano, hexano y éter de petréleo. Sin embargo, para seleccionar el
solvente apropiado se deben tener en cuenta las propiedades del soluto (disociacién acida,

hidrofobicidad, peso molecular, solubilidad y presion de vapor). Adicionalmente, para
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obtener un mayor rendimiento de extraccion se debe tener en cuenta el tipo de tecnologia

que se acopla al proceso, por ejemplo, extraccién asistida de microondas (MAE),

extraccion asistida con ultrasonido (UAE), extraccion Soxhlet o extraccién etandlica en frio.

Extraccion MAE y UAE: Estas técnicas se consideran procesos de extraccion
verdes. Reducen los tiempos de proceso, disminuyen el consumo de solventes
organicos, y reducen los costos energéticos. La mejor configuracion se ha logrado
con metanol, no obstante, este solvente es toxico y no es reconocido como GRAS
(Addo, Uday, et al., 2022; Agarwal et al., 2018; Dawidowicz & Olszowy, 2013).

Extraccion Soxhlet: Es uno de los métodos mas comunes, sencillos y de bajo costo
para la obtencion de fitocannabinoides. Favorece la solubilidad de los compuestos,
y los rendimientos son elevados. A pesar de eso, existen algunas desventajas como
tiempo de extraccién prolongado, mucho consumo de solvente, dificultad para
escalar a escala industrial, pérdida de solvente en los procesos de evaporacion y
altos riesgos en la descomposicion de los compuestos (Addo, Sagili, et al., 2022;
Danlami et al., 2014; Pandohee et al., 2015).

Extraccion etandlica en frio: Aunque el etanol es efectivo a temperaturas ambiente
y mayores (Isidore et al., 2021), a bajas temperaturas, este proceso limita la
obtencion de co-productos como ceras y clorofilas, lo que evita el uso de procesos
posteriores de purificacion o winterizacion. Adicionalmente, el etanol es un solvente
reconocido como GRAS y de bajo costo (Addo, Sagili, et al., 2022).

El etanol es también adecuado como solvente de extraccion por su habilidad de
disolver compuestos no polares como el CBD (Lazarjani et al., 2021). Aunque
existen compuestos con mayor rendimiento como el metanol y acetonitrilo, estos
son considerados toxicos para el consumo humano (Sainz Martinez et al., 2023;
Welch et al., 2010).

Adicionalmente el etanol, tiene una alta versatilidad y disponibilidad, lo que lo hace
accesible y econémico de conseguir, asimismo su capacidad de conservar
compuestos bioactivos lo hace una gran alternativa para conservar compuestos

como el CBD.
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1.3 Emulsiones

Una emulsién es una mezcla estable termodinamicamente de dos liquidos inmiscibles que
bajo perturbaciones o fuerzas externas pueden separarse. Los tipos de emulsiones mas
comunes son agua en aceite (W/O) y aceite en agua (O/W). Estas a su vez se clasifican
de acuerdo con sus propiedades fisicas, mecanismos de estabilidad y caracteristicas
termodinamicas (Addo, Uday, et al., 2022; Ravera et al., 2021).

El bajo costo de produccién, facilidad de formulacion y escalabilidad hacen que las
emulsiones mas usadas en la industria de alimentos sean las de aceite en agua. Sin
embargo, estan expuestas a perturbaciones que generan inestabilidad fisica lo que hace
dificil el control de biodisponibilidad de las sustancias bioactivas (Light & Karboune, 2022).
Las emulsiones se caracterizan normalmente por el diametro de las gotas de la fase
dispersa, la estabilidad termodinamica y la apariencia (Jin et al., 2016). Basados en la ley
de Stokes (Ver ecuacion 1), a medida que aumenta el tamafo de particula, aumenta su
inestabilidad termodinamica, disminuye su apariencia traslicida y genera inestabilidad

fisica como cremacion, floculacion y coalescencia (Light & Karboune, 2022).

_2gr%(p; — p1) (1)
Ustokes = 9—771

La ley de Stokes describe la cremacién o velocidad de sedimentacién (v), donde g es la
gravedad, r es el radio de la particula dispersada, p1y p2 son las densidades de la fase
continua y de la fase dispersa y n es la viscosidad de la fase continua (Light & Karboune,
2022).

Teniendo en cuenta lo anterior, las macroemulsiones son inestables termodinamicamente,
su apariencia es turbia u opaca y su rango de diametro es de 0.1-100 um; las nano-
emulsiones son traslucidas, sin embargo, no son estables termodinamicamente y su rango
de diametro es de 20-200 nm; pero las mejores propiedades las presentan las
microemulsiones (MEs) con rangos de diametro de particulas de 5-50 nm que las hacen

traslucidas y estables termodinamicamente (Jin et al., 2016).
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Las separaciones por drenaje y gravedad, floculacion, coalescencia y madurez de Ostwalt,
son los mecanismos principales que gobiernan la edad de la emulsion. Una emulsién se
desestabiliza por el incremento en la proporcién del tamafio de gota representado en tres
vias principalmente (floculacion, coalescencia y desproporcién) seguido de la separacion
por fuerzas de gravedad (creaming y separacién de fases). Sin embargo, para controlar la
emulsificacion y la estabilidad de la emulsidn se usan surfactantes de bajo peso molecular,
biomoléculas, polimeros, proteinas y/o nanoparticulas. Para la formacién de la emulsién
se usan técnicas mecanicas dependiendo de la aplicacion, como mezcladores de corte,
homogenizadores de membrana o valvulas altamente presurizadas, microfluidizadores y
sonicadores. Los emulsificadores deben tener la habilidad de disminuir la tensién
superficial, tener tiempos cortos de absorcién y un alto grado de cobertura de las interfases
agua-aceite una vez absorbidas, esto con la finalidad de tener tamafios de particula
adecuados y buena distribucion espacial representado finalmente en la estabilidad de la

mezcla (Malassagne-Bulgarelli & McGrath, 2013; Ravera et al., 2021).

1.3.1 Nanoemulsiones y microemulsiones

Las microemulsiones y las nanoemulsiones (NEs) principalmente se definen por su tamafio
de particula y si se agrega una fuerza mecanica para la formacién de la emulsion. Es decir,
las microemulsiones estan entre un rango de tamafio entre 1 a 50 nm, que casi siempre
oscila entre 10 a 50 nm. Principalmente existen dos métodos de preparacion (titulacion de
fase y temperatura de inversion de fase). Las nanoemulsiones en cambio, presentan
tamanos de particula en el rango de 20 a 200 nm, y para poder formarlas se requiere
aplicar fuerzas mecanicas en la mayoria de las veces (Kale & Deore, 2017; Marzuki et al.,
2019).

Las MEs ofrecen una mayor estabilidad, porque tienden a tener fuerzas de movimiento
Browniano lo que disminuye la coalescencia (Yamanaka et al., 2020). Este tipo de
emulsiones tienden a ser mas traslucidas porque tienden a tener una débil dispersion de

la luz. Por otro lado, a nivel nutricional se ha encontrado que disminuir el tamafo de
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particula incrementa la biodisponibilidad al alterar la absorcion en el tracto gastrointestinal
(Light & Karboune, 2022).

Ofra de las ventajas de las nanoemulsiones y microemulsiones es que son estables a
cambios de temperaturas y a largos periodos (Barzegar et al., 2018; Patel & Misra, 2011).
En alimentos y bebidas este tipo de emulsiones son muy atractivas principalmente porque
no dispersan significativamente la luz, y no afectan la apariencia de los alimentos (Light &
Karboune, 2022).

No obstante, la microemulsiones son una mejor alternativa que las nanoemulsiones porque
tienden a tener formaciones espontaneas, es decir se solubilizan mas rapido, son mas
transparentes, su tensién superficial es mas baja, es termodinamicamente mas estable y

no presentan separacion de fases en el tiempo (ver Tabla 1) (Rousseau et al., 2011).

Tabla 1. Comparacion de las propiedades de las nanoemulsiones y microemulsiones (Jin
et al., 2016; Rousseau et al., 2011)

Nanoemulsiones Microemulsiones

Requiere energia para formarse Se forma espontaneamente
Tamafio de particula (20-200 nm) Tamafno de Particula (5-50 nm)
Baja tension superficial Ultra-baja tension superficial
Cinéticamente estable Termodinamicamente estable

Presenta separacion de fases en el tiempo No presenta separacion de fases en el
tiempo

1.3.2 Composicion de las microemulsiones y nanoemulsiomes

Para la formulacion de este tipo de emulsiones principalmente se emplean cuatro
componentes: la fase oleosa, el emulsificante, el cosurfactante y la fase acuosa (Souto et
al., 2022). En la fase oleosa esta el ingrediente activo que al ser mezclado con aceite ayuda
a disminuir la viscosidad, los aceites mas comunes para la industria de alimentos son
aceite de soya, aceite de girasol, aceite de canola y aceite de maiz que se caracterizan por
ser de bajo costo, no toxicos y de gran abundancia. El surfactante o emulsificante es usado
principalmente para reducir el area y la tension superficial (Shaban et al., 2020). El
cosurfactante ayuda a reducir la tension superficial aumentando la flexibilidad y la fluidez

de la interfase (Rousseau et al., 2011). La fase acuosa es el componente basico para la
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formacion de microemulsiones, actia como fase continua y es inmiscible ante la gran

mayoria de aceites. Adicionalmente,

se puede reemplazar el cosurfactante por

surfactantes de alto y bajo balance hidrofilico-lipofilico (HLB), que son estructuralmente

complementarios (Rousseau et al., 2011). En la Tabla 2 se presentan algunos de los

ingredientes que se pueden usar en emulsiones para aplicaciones alimentarias.

Tabla 2. Ingredientes usados en la preparacién de nanoemulsiones y microemulsiones

(Jin et al., 2016)(Jin et al., 2016)

Componentes

Ejemplos

Aceites

Emulsificantes (Surfactantes)

Cosurfactantes

Cosolventes

Ingredientes funcionales

Retandantes de maduracion

Soja, girasol, maiz, pescado, ricino, coco,
mineral, oliva, albahaca, aceites
esenciales, etc.

Dodecilsulfato de sodio, monooleato de
sorbitan, fosfolipidos, polisorbatos, Tween-
20-80, Span 20-80, proteina de suero,
proteina de soja, caseina

Etanol, glicerina, PEG400, polienglicol,
propilenglicol y sorbitol.

Dimetilsulfoxido, etanol, glicerol,
propilenglicol, N-metilpirrolidona
Carotenoides, curcumina, fitoesteroles,
coenzima Q, astaxantina, acidos grasos
omega-3, vitamina E

Triglicéridos de cadena larga, aceite

mineral, goma éster.

1.3.3 Propiedades fisicas y analisis de estabilidad

Para la caracterizacion de emulsiones se pueden evaluar el equilibrio de diagrama de

fases, la turbidez, el tamafo de particula, caracteristicas de superficie por medio de

microscopia electrénica, potencial Z, tiempo de emulsificacién, Microscopia electrénica de
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criotransmision para determinacion de las estructuras vy cristalizacion lipidica (Kohli et al.,
2010). De acuerdo con Jin et al., 2016 las propiedades basicas para el analisis de una
emulsion son: el tamafo de particula, la distribucién del tamafo de particula, la carga de
las particulas y la cristalinidad de los lipidos.

e Tamafo de particula: Es un parametro clave para determinar la estabilidad de la
emulsion y ayuda a determinar la velocidad de liberacion y alcance del ingrediente
activo (Kohli et al., 2010). Afecta parametros como viscosidad, propiedades 6pticas
y caracteristicas reolégicas (Zhang et al., 2021). Este parametro es critico para
seleccionar el tipo de aplicaciones y la calidad de los productos. Las técnicas para
determinar el tamafo de particula son analisis de imagen dinamica, dispersion de
luz laser estatica, dispersion dinamica de la luz, analisis granulométrico
(MICROTRAC, n.d.), microscopia electrénica de barrido criogénica (Cryo-SEM) y
microscopia electrénica de transmision criogénica (Cryo-MET) (Anjum et al., 2017)

e Distribucién del tamafio de particula: Es uno de los parametros claves que asegura
el desarrollo y consistencia de un producto. Para microemulsiones se debe tener
un indice de polidispersidad menor a 10% (Bhavani et al., 2022). El indice de
Polidispersidad (PI) permite evaluar la homogeneidad y consistencia (viscosidad y
que no exista separacion de fases) de la mezcla por medio de los tamafios de
particulas. Entre mas alto sea este valor, mas heterogénea es la emulsion
(Unicomb, 2017).

o Carga de las particulas: Se determina usualmente por el potencial Z. Es la
diferencia de potencial entre el medio de dispersion mévil y la capa estacionaria del
medio de dispersion atada a la particula dispersa (Lu & Gao, 2010). El factor que
afecta mas el potencial Z es el pH. Para que una emulsion sea estable el valor de
potencial debe ser alto tanto negativo como positivo, es decir estar por encima de
30 o por debajo de -30 (Krsti¢ et al., 2018).

La estabilidad de una emulsion en resumen se caracteriza por contrarrestar las
interacciones de Van der Waals, que van directamente relacionadas con el retraso de la
floculacion y la coalescencia de la fase dispersa. Es decir, realizar analisis que permitan
evaluar el tamafo de particula y su dispersion, ayuda a describir si las gotas se agregan

entre si. Adicionalmente, la estabilidad de las emulsiones mejora incrementando su barrera
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de energia entre las gotas dispersas, es decir, mantener la fuerza de repulsién

electroestatica entre las gotas reduce la tasa de floculacion (Lu & Gao, 2010).

1.3.4 Formacién de nanoemulsiones y microemulsiones

Las microemulsiones principalmente tienen dos métodos de formacion (Fig. 2): Método de
concentracién de inversion de fase (PIC) y el método de la temperatura de inversion de
fase (PIT). El primero se basa en dispersar el compuesto objetivo en aceite, luego se
mezcla con el surfactante, después se agrega el co-surfactante a la mezcla que es agitada
continuamente, y finalmente, mientras la mezcla es agitada se agrega gota a gota agua
destilada hasta alcanzar una mezcla homogénea y con el tamano de particula deseado
(Kale & Deore, 2017; Xavier-Junior et al., 2017).

El segundo método de formacion consiste en la conversion de un sistema O/W a W/O, o
viceversa, agregando un exceso de surfactante, o aumentando la temperatura cuando se
usan surfactantes no ionicos, para asi inducir una transicion en el radio de la curvatura
espontanea (Kale & Deore, 2017; Xavier-Junior et al., 2017). No obstante, para acelerar el
proceso de formacion se pueden usar agitacidn mecanica o ultrasonido (Xavier-Junior et
al., 2017).
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Figura 2. Representacion esquematica del método PIC y del método PIT (Manzoor et al.,
2023).

Las NEs requieren la aplicacion de fuerzas mecanicas a pesar de que se pueden usar los

mismos métodos aplicados en las MEs. Los métodos mas usados para formar NEs son:

o Homogenizacion a altas presiones (HPH): En este proceso se fuerzan dos liquidos
(fase oleosa y acuosa), surfactantes y co-surfactantes a pasar por valvulas de
homogenizacion, que generan presiones entre 500 y 5000 psi. La reduccién del
tamano de particula se da porque se genera un alto nivel turbulencia y de cizalla
hidraulica. Este proceso alcanza maximos de 20% de concentracion de agua en la

formacién de nanoemulsiones de O/W (Mushtaq et al., 2023) (Fig. 3).
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Figura 3. Representacién de un homogenizador de altas presiones (Manzoor et al.,
2023).

Microfluidizacién: El proceso de microfluidizacion (Figura 4) es similar al de HPH,
no obstante, en este proceso se alcanzan presiones entre 500 y 20000 psi, y se
utiliza microcanales de transporte de los fluidos, con dimensiones entre 50 y 300
um. Comparado con los métodos de homogenizacion, la microfluidizacion ofrece

emulsiones mas uniformes (Mushtaq et al., 2023).



Bibliografia 35

O
"
Bomba de presion

Camara de
interaccion Depdsito de entrada de
gotas gruesas

Nanoemulsiones

Figura 4. Representacién de un microfluidizador (Manzoor et al., 2023).

Homogenizador de ultrasonido (USH): Este método se basa en la produccion de
ondas de presidén generadas por ondas eléctricas, que aumentan la cavitacién del

medio y por ende, reduce el tamafio de particula (Mushtaq et al., 2023)(Fig. 5).
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Figura 5. Representacion de un homogenizador de ultrasonido (Manzoor et al.,
2023).

e Emulsificacion espontanea (SE): Este proceso se da por la difusién que ocurre
cuando dos liquidos inmiscibles son mezclados bajo condiciones de no equilibrio
debido al gradiente de potencial quimico que existe entre las fases. Este método
principalmente se basa en variar la temperatura y dejar constante la concentracion,
o realizar lo contrario, variar la concentracién y dejar estable la temperatura
(Mushtaq et al., 2023).

No obstante, el uso de USH presenta una mayor eficiencia energética comparado con los
métodos de HPH y microfluidizacion. Por otro lado, los métodos de baja energia como SE,
se asocian a problemas de exceso de uso de surfactantes y muy poca concentracion de la
fase oleosa, en contraste con el uso de USH, que permite tener mayores concentraciones

de la fase dispersa. (Mushtaq et al., 2023). Adicional el USH, es una de las tecnologias
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mas aplicadas en la industria de alimentos por ser considerada eco amigable y costo-
efectiva. Asi mismo, ha demostrado resultados positivos cuando se usa con emulsificantes
como: proteina, polisacaridos y surfactantes (Tween 40, Tween 60, Tween 80, Span 80,

PGPR) (Taha et al., 2020).

1.3.5 Emulsiones con CBD
De acuerdo con Hossain (2023)(2023) las emulsiones de CBD se dividen en tres tipos:
Formulaciones de CBD de base lipidica, formulaciones de CBD de base polimérica y

formulaciones de CBD de base sélida, tal y como se ilustra en la Figura 6.

Lipid-based CBD Polymer-based Solid based CBD
Formulations CBD Formulations Formulations

Or‘dh~->.,"_. sion Inclusion Nanocrystals
e ¥ox
oY) Q
Lipid \Cand

SEDDS o

Nanoparticles

Carbon xerogel

Vesicles cBD

Conjugates
\ J " J

Figura 6. Formulaciones para incrementar la solubilidad del CBD (Hossain et al., 2023).
Las formulaciones con CBD de base lipidica se dividen en nanocapsulas (LNC), liposomas,

vesiculas y nanoemulsiones y/o microemulsiones. Las LNCs se caracterizan por tener un

nucleo lipidico, que se estabilizan con surfactantes, que a su vez forman una cobertura
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lipidica (Dabholkar et al., 2021). Aparicio-Blanco et al. (2019) desarrollaron LNC con CBD

para tener una liberacién controlada en terapia contra el glioma.

Los liposomas y vesiculas estan formados de bicapas lipidicas que encierran una fase
acuosa en su interior, estan compuestas de fosfolipidos y pueden contener colesterol que
ayudan a estabilizar la membrana (Zhai & Zhai, 2014). Lodzki et al. (2003) desarrollaron
liposomas con CBD para administracion transdérmica como alternativa de tratamientos de
enfermedades reumaticas. Las nanoemulsiones y/o microemulsiones son emulsiones
isotrépicas que se preparan con dos liquidos inmiscibles (agua y aceite, por ejemplo) y se
estabilizan con surfactantes y co-surfactantes (Kale & Deore, 2017). Wang et al. (2022)
desarrollaron nanoemulsiones estabilizadas con proteina de suero (WP) y maltodextrina
(MD).

Las formulaciones de CBD de base polimérica se basan en el desarrollo de estructuras
con polimeros biodegradables como polilactico-co-glicélico (PGLA) y policaprolactona
(PCL) que aumentan la solubilidad, biodisponibilidad, estabilidad, y ayudan a mejorar
liberacion controlada del activo (Hossain et al., 2023). Fraguas-Sanchez et al. (2020)
desarrollaron nanoparticulas de PGLA para la administracion de CBD en tratamientos

contra cancer de ovario.

Las formulaciones de CBD de base soélida, de acuerdo con Hossain et al. (2023), se dividen
en nanocristales, microesferas de xerogel de carbon y conjugados. Los nanocristales de
CBD se caracterizan por tener un punto de fusién mas bajo, lo que ayuda a combinarlos
con otras tecnologias de emulsificacion, facilitando su solubilizacién. Las microesferas de
xerogel de carbono son un material sélido poroso que se forma por medio de la eliminacién
del liquido de un gel formado (Avila et al., 2013). Botanix pharmaceuticals y Zynerba
Pharmaceuticals desarrollaron formulaciones de CBD de xerogel de carbono para mejorar

la biodisponibilidad por medio del consumo oral, nasal y dermal.

Finalmente, las formulaciones de CBD conjugados, es un método de emulsificacién que
se caracteriza por incrementar la biodisponibilidad, solubilidad, velocidad de disolucion,
punto de fusion y, por ser estabilizadas en bases solidas organicas e inorganicas (Hossain

et al., 2023). Se pueden a administrar junto con un compuesto terapéutico por medio de
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capsulas o tabletas. Por ejemplo, se han desarrollado formulaciones de CBD conjugado

con naproxeno para el tratamiento de dolores agudos y cronicos (Stella et al., 2021).

1.4 Bebidas tipo “Soft Drink”

Las bebidas tipo “Soft Drink” se caracterizan por ser o no ser carbonatadas, forman parte
de la sub-industria de bebidas non-alcohdlicas (Hard Drinks) y son las mas consumidas y
rentables en el mundo (Korab & Pietka, 2023). Basados en Varnam & Sutherland (1994)
las bebidas tipos “Soft Drink” no incluyen al agua pura, jugos de fruta, leche, te y café, no
obstante, al agregar ingredientes funcionales en el agua como sabores 0 nutraceuticos,
realizar jugos de fruta bajos en calorias, desarrollar bebidas tipo leche y crear batidos
forman parte de las bebidas tipo “Soft Drink”(Mohan Rao & Ramalakshmi, 2011).

El aumento en el consumo de bebidas tipo “Soft Drink” esta relacionado con el incremento
de alternativas funcionales a nivel saludable y en el producto terminado, la tendencia de
los productos reducidos en azucar, bebidas vegetales, productos personalizados, entre
otros (Mohan Rao & Ramalakshmi, 2011; Tireki, 2021).

Dentro de los ingredientes con mayor oportunidad de crecimiento en la industria de bebidas
tipo “Soft Drink”, que se vieron beneficiados por los efectos de ansiedad, las
preocupaciones a la salud que dejo la pandemia del COVID-19, la necesidad de fortalecer
el sistema inmunoldgico, y lograr beneficios nutricionales, estan: el CBD, adaptdgenos,
nootrépicos y proteinas vegetales libres de alérgenos (Tireki, 2021). No obstante, la
incorporacion de este tipo de ingredientes presenta desafios, porque no todos son

hidrofilicos.

1.4.1 Aplicacion de emulsiones en bebidas

Las bebidas “Soft Drink” usualmente estan compuestas por agentes naturales o artificiales
de dulzor, acidos, sabores naturales o artificiales y algunas veces por extractos de jugo,
entre los cuales, los sabores o los extractos usualmente no son hidrofilicos. Este tipo de
bebidas también pueden contener ingredientes hidrofébicos como enturbiantes,

texturizantes, nutraceuticos, vitaminas solubles en aceite y antimicrobianos solubles en
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aceites, que si no se logran emulsionar y estabilizar, van a generar problemas de

coalescencia y separacion de fases (Piorkowski & McClements, 2014).

o Para poder emulsionar este tipo ingredientes primero se deben transformar en un
sistema coloidal, que permita incorporarlos en medios acuosos. Los atributos que
un sistema coloidal debe cumplir para la aplicacion en bebidas son (Piorkowski &
McClements, 2014):

e Composicion, en el cual se prefieren ingredientes de grado alimenticio.

e Fabricacion: Se deben fabricar usando métodos robustos, confiables y baratos.

e Estabilidad: El producto debe resistir el proceso de produccién de la bebida,
almacenamiento, transporte y uso.

o Propiedades fisicoquimicas y sensoriales: No debe afectar las propiedades 6pticas,
reologicas y sensoriales.

Actividad biolégica: No debe afectar otros compuestos como componentes bioactivos

(antimicrobianos, vitaminas, nutraceuticos) (Piorkowski & McClements, 2014)

La formacion de una bebida con emulsiones principalmente se divide en dos partes, la
primera es la formacion de la NE o ME, y la segunda es el desarrollo del producto final,
que se basa en la dilucién de la emulsion formada en la fase acuosa de la bebida, que
también puede contener otros tipos ingredientes (colores, sabores, preservativos). Este
producto final, se puede nuevamente homogenizar para garantizar que los ingredientes

formen una mezcla homogénea (Piorkowski & McClements, 2014).

Normalmente, las emulsiones se agregan a las bebidas en concentraciones muy diluidas
(~20 mg/L). De acuerdo con Vilela et al. (2018) los desarrollos recientes para emulsiones

en bebidas son los siguientes:

o Bebidas carbonatadas: Se preparan frecuentemente por la carbonatacion y la
dilucion de jarabes que son principalmente una emulsién oleosa en una solucion
de azucares, colores y preservativos.

o Bebidas reducidas en calorias: En este tipo de bebidas la emulsién esta en la

mezcla de edulcorantes (acesulfame, aspartame, sacarina, Stevia y sucralosa) y
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azucares (sucrosa y alto jarabe de fructosa), la cual busca llegar al perfil mas
adecuado del azucar con la adicién de texturizantes que den el cuerpo y eviten que
se degraden por cambios de pH y/o temperatura.

e Bebidas de café con leche: En este tipo de bebidas la emulsion se centra en
ingredientes como la grasa lactea (que usualmente representa el 1% en estos
productos) y en extractos de café que dan diferentes perfiles de sabor a la bebida.
Este tipo de bebidas es muy sensible al aumento del contenido del extracto de café
y a las proteinas lacteas (caseinas), dado que pueden generarse fendmenos de
agregacion, floculacion y coalescencia de las particulas, si no se emplean
emulsificantes efectivos como los ésteres de poliglicerol.

e Bebidas concentradas: Usualmente se venden en polvo para que los consumidores
las diluyan, se caracterizan por ser turbias y por tener ingredientes hidréfobos
(sabores, colores y aditivos) que son emulsionados con proteina aislada de suero
0 goma arabiga.

o Bebidas energizantes: Este tipo de bebidas la emulsién buscar incorporar
ingredientes como cafeina usualmente combinados con taurina, glucuronolactona,
guarana y vitamina B.

o Bebidas similares a la leche: Se han desarrollado bebidas tipo leche, sin embargo,
con fuentes diferentes, las cuales llevan ingredientes emulsionados como
vitaminas, fibras y probidticos.

e Aguas saborizadas: El uso de emulsiones convencionales para saborizar o
adicionar nutraceuticos esta limitado por la turbidez. No obstante, alternativas como
NEs o MEs se han desarrollado para dispersar menos la luz y transportar con mayor
eficacia moléculas bioactivas.

e Bebidas frutales: La busqueda de productos que sean bajos en calorias y que
evoquen la sensacion de naturalidad como jugos o bebidas vegetales, ha generado
el desarrollo de ingredientes que permitan estabilizar emulsiones, el mas usado
para este tipo es la goma xantana que ayuda generar textura, por otro lado, para

agregar turbidez y mantener la suspensién se usa la CMC.
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2.0btencion y caracterizacion de extractos de
CBD

2.1 Materiales

Para las extracciones se us6 etanol al 96%, flor de cannabis CBD Clear Sun (Green

Flowers Biotechnology) y el estandar de CBD de Health Green SAS.

2.2 Descarboxilacion

La descarboxilacién se realizé en la empresa Green Flowers Biotechnology (Manizales,
Colombia) empleando un horno AESCULAP ISO 400 (AESCULAP, INC., USA). Basados
en lo descrito por Qamar et al., 2021, las condiciones aplicadas fueron 140°C por 30 min,

con las cuales se pueden alcanzar mayores conversiones de CBDA en CBD.

2.3 Extraccion

El proceso de extraccion etandlico en frio se realizd en la empresa Green Flowers
Biotechnology, empleando un equipo de disefo propio de la empresa, que consta de un
vaso de mezcla de 10 L, un agitador de eje, malla de separacion (disco de filtro, grado 3
hw, diametro 125 mm, Boeco, Alemania), tuberia de salida, controlador de velocidad de
agitacion SINAMICS V20 (SIEMENS, Alemania) y un bafio de refrigeracién con

recirculaciéon de calor Haake F3-K (Fisons, Reino Unido) (Figura 7).
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Extractor

Haake

Flujos/Corriente:
F3-K ujos/Corrientes

«— 2 — 1 Flujo de refrigeracion frio

J\/\/\/\/_ 2 Flujo de refrigeracion caliente

— 1)

-196°C 3 Extracto etandlico

Figura 7. Extractor disefiado por Green Flowers Biotechnology para realizar la extraccién
etandlica en frio.

La flor descarboxilada se ingreso al vaso de mezcla seguido de la adicidon de etanol al 96%.
Luego se colocé el agitador de ejes de paleta y la velocidad de agitacién se adecué a 400
rom. Para la extraccion en frio, se ajustd la temperatura del bafio de refrigeracion con
recirculacién -19.6°C +/-0.02°C, y el etanol a emplear se mantuvo almacenado a -40°C
antes de su uso. Los tiempos de extraccion usados y la relacion de muestra (flor

descarboxilada)-disolvente a (kg/L), se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de proceso de obtencion del extracto de CBD

Ensayo Temperatura Tiempo Relacion
(oc) (mln) kgflor descarboxilada/l-etanoll
1 -19.6 2 [1/12]
2 -19.6 6 [1712]
3 -19.6 13 [1712]
4 -19.6 18 [1/12]
5 -19.6 30 [1/12]
6 -19.6 40 [1712]
7 -19.6 2 [1/10]
8 -19.6 6 [1/10]
9 -19.6 13 [1/10]
10 -19.6 18 [1/10]
11 -19.6 30 [1/10]
12 -19.6 40 [1/10]
13 -19.6 2 [1/8]
14 -19.6 6 [1/8]
15 -19.6 13 [1/8]
16 -19.6 18 [1/8]

17 -19.6 30 [1/8]
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18 -19.6 40 [1/8]
19 28 2 [1/12]
20 28 6 [1/12]
21 28 13 [1/12]
22 28 18 [1/12]
23 28 30 [1/12]
24 28 40 [1/12]
25 28 2 [1/10]
26 28 6 [1/10]
27 28 13 [1/10]
28 28 18 [1/10]
29 28 30 [1/10]
30 28 40 [1/10]
31 28 2 [1/8]
32 28 6 [1/8]
33 28 13 [1/8]
34 28 18 [1/8]
35 28 30 [1/8]
36 28 40 [1/8]

Los extractos fueron secados al vacio (0.6 bar) a 40°C durante cuatro dias en un horno de
vacio EV-50 (RAYPA, Espana). La determinacién del extracto seco se realizé por

diferencia de peso entre el extracto etandlico y el etanol que se evaporo, ver Tabla 4.

Tabla 4. Secado del extracto etandlico

Tiempo (min) Temperatura kg de Flor Extracto Et
(°C) descarboxilada/  Etandlico anol  Extracto
L de Etanol (9) (9) (9)

2 -19.6 [1/10] 14.0623 13.8213 0.2410
6 -19.6 [1/10] 13.9818 13.6688 0.3130
13 -19.6 [1/10] 13.8215 13.5048 0.3167
18 -19.6 [1/10] 13.8867 13.5622 0.3245
30 -19.6 [1/10] 13.9400 13.6261 0.3139
40 -19.6 [1/10] 13.8707 13.5528 0.3179
2 -19.6 [1/8] 13.3840 13.1141 0.2699
6 -19.6 [1/8] 12.5607 12.2437 0.3170
13 -19.6 [1/8] 11.7256 11.3999 0.3257
18 -19.6 [1/8] 12.8715 12.5701 0.3014
30 -19.6 [1/8] 13.4347 13.1198 0.3149
40 -19.6 [1/8] 13.3920 13.0246 0.3674
2 -19.6 [1/12] 13.7267 13.4794 0.2473
6 -19.6 [1/12] 13.8084 13.5318 0.2766

13 -19.6 [1/12] 13.6466 13.3745 0.2721
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18 -19.6 [1/12] 13.3530 13.0894 0.2636
30 -19.6 [1/12] 13.8472 13.5748 0.2724
40 -19.6 [1/12] 12.3573 12.1201 0.2372
2 28 [1/10] 14.2131 13.8391 0.3740
6 28 [1/10] 14.7723 14.3554 0.4169
13 28 [1/10] 13.7703 13.3905 0.3798
18 28 [1/10] 14.2200 13.8261 0.3939
30 28 [1/10] 14.3409 13.9363 0.4046
40 28 [1/10] 14.1145 13.7163 0.3982
2 28 [1/8] 14.3222 13.9208 0.4014
6 28 [1/8] 14.4519 13.9581 0.4938
13 28 [1/8] 14.3881 13.8833 0.5048
18 28 [1/8] 13.8026 13.3226 0.4800
30 28 [1/8] 13.6241 13.1627 0.4614
40 28 [1/8] 14.1481 13.6537 0.4944
2 28 [1/12] 13.5694 13.2798 0.2896
6 28 [1/12] 13.4070 13.0753 0.3317
13 28 [1/12] 14.0771 13.7353 0.3418
18 28 [1/12] 13.6426 13.297 0.3456
30 28 [1/12] 14.1614 13.8085 0.3529
40 28 [1/12] 13.5464 13.2153 0.3311

2.4 Cuantificacion del CBD

La determinacion de la concentracion de CBD en los extractos se hizo por cromatografia
gaseosa, usando un equipo de cromatografia de gases GC-2010 Plus (Shimadzu, Japon)
equipado con un detector de ionizacion por llama FID, automuestrador y autoinyector AOC-
20i (Shimadzu, Japén) e inyeccion de tipo Split/splitless. La separacion se hizo en una
columna SHRXI-5MS (15 m x 0.25 mm i.d. con 0.25 um de espesor de pelicula,
SHIMADZU, Japdn). El horno se programé a una temperatura de 80°C por un minuto para
luego a una velocidad de calentamiento de 50°C por minuto alcanzar una temperatura de
350°C que se mantuvo por 5 min. La temperatura del inyector se mantuvo a 250°C y el gas
de arrastre fue helio a un flujo de 2 mL/min a una relacion de Split de 5. El detector se
mantuvo a una temperatura de 360°C, el gas de mantenimiento fue helio, el gas
comburente fue hidrogeno y el gas combustible fue aire, con flujos de 30 mL/min, 40

mL/min y 400 mL/min respectivamente.

Muestras de 1 pL de la solucion resultante al diluir 80 mg de extracto etandlico seco en
670 mg de etanol al 99.9% (PanReac AppliChem, USA) fueron inyectados al
cromatrografo. La identificacion del CBD fue realizada comparando los tiempos de

retencién del estandar contra la muestra. La cuantificaciéon se realizé por el método del
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estandar externo. Se prepard una curva de calibracion por triplicado (concentracion CBD
de 20%-80% vs area del pico; R?=0.9974) usando CBD (Healtgreen S.A.S, Tolima,
Colombia) como estandar. La concentracién de CBD se expresé en gramos de CBD en

100 gramos del extracto. Los analisis fueron realizados en duplicado.

Para calcular el rendimiento de extraccion se usé la ecuacién 1. Para evaluar en que
extracto de cannabis habia mayor concentracion de CBD se usé la ecuaciéon 2. Para

determinar el CBD obtenido de la flor descarboxilada (CBDFD) se usé la ecuacion 3.

masa del extracto(g)
masa de flor descarboxilada (g)

x 100 (1)

rendimiento (g 100 g flor descarboxilada™") =

concentraciéon de CBD en el extracto (g 100 g extracto™) = % x 100 (2)

% CBDFD = rendimiento X concentracién de CBD en el extracto * 100(3)

2.5 Resultados y discusién

Para determinar los patrones, tendencias y que factores afectan mas el rendimiento, la
concentracién de CBD en el extracto y el CBD obtenido a partir de la flor descarboxilada

se realizé un diagrama de dispersion 3D.

2.5.1 Rendimiento

Incrementar el rendimiento de extraccion permite reducir los costos globales de
produccion. El factor que mas afectd el rendimiento es la relacion de flor descarboxilada
solvente. Como se observa en la Figura 8, al aumentar la cantidad de solvente de 8 a 10
Ly de 10 a 12 L el rendimiento de extraccién aumenta de 11.5 a 14.0% y de 14.0 a 17.0%
a temperatura en frio y, a temperatura en caliente aumenta de 12.2 a 15.5% y de 15.5 a
18.2%, esto se da porque aumenta la difusividad, lo que permite la obtencién de mas
metabolitos bioactivos (Xia et al., 2011), es decir, al aumentar el volumen de solvente la
solubilidad crece, lo que facilita la transferencia de masa de la matriz de la planta al etanol,
asi mismo aumenta la difusién lo que permite abarcar mas material (Addo, Uday, et al.,
2022; Godin & Kulczycki, 2019).
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En procesos de extraccion con etanol en frio, resultados similares a los obtenidos en esta
investigacion fueron descritos por Addo, Sagili, et al. (2022), quienes determinaron que la
variable que mas influye es la relacion muestra-solvente en la extraccion con etanol a
diferentes temperaturas, donde al aumentar el solvente se ve favorecido el rendimiento de
extraccion. No obstante, este mismo principio se repite en diferentes tecnologias que usan
etanol, por ejemplo, lo descrito por Addo, Uday, et al. (2022) y Ribeiro Grijé et al.(2019) en
procesos de extraccion acoplados a fluidos supercriticos y extraccion asistida por

microondas y ultrasonido.

El rendimiento de extraccion se vio favorecido a mayores temperaturas (28°C), debido al
aumento de solubilidad, disminucion de la viscosidad del solvente, velocidad de difusién y
de la disrupcion de las estructuras celulares lo que aumenta la disponibilidad de los
metabolitos de la planta (Che Sulaiman et al., 2017; Spigno et al., 2007). En la investigacion
realizada por Addo, Sagili, et al. (2022) encontraron que a temperatura ambiente el

rendimiento es mayor que a temperaturas inferiores de -20 °C.

De acuerdo con los principios de transferencia de masa entre mayor tiempo de extraccion
mayor sera la cantidad de extracto obtenido, sin embargo, al alcanzar el equilibrio
termodinamico entre la fase sdlida y liquida, el tiempo ya no tiene efecto significativo (Addo,
Sagili, et al., 2022). Los datos presentados en la Figura 8 demuestran que al aumentar el
tiempo aumenta la cantidad de extracto seco, sin embargo, se observa que después de
superar el rango de 13 a 18 min el aumento en la extraccidn no es significativa y tiende a
ser constante, es decir, si realizamos extracciones entre estos dos puntos podemos reducir
costos energéticos, porque si comparamos dos extracciones entre esos tiempos se puede

superar el rendimiento obtenido a tiempos mayores de 30 min y con un menor tiempo.

En la Figura 8 se observa que a largos periodos de tiempo aumenta el rendimiento, igual
a lo descrito en la literatura (Addo, Sagili, et al., 2022). Sin embargo, a nivel ingenieril, tener
largos periodos de extraccion no es energéticamente rentable, por lo tanto, en este estudio
se demuestra que realizar dos extracciones a 6 min o 13 min genera casi el doble de

rendimiento comparado con solo realizar una extraccion a 30 min o 40 min.
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Figura 8. Rendimiento grafico de dispersion 3D (a), rendimiento respecto al tiempo(b) y
rendimiento respecto a la relacion flor solvente (c).

2.5.2 Concentracion de CBD en el extracto

La concentracion de CBD en el extracto fue afectada principalmente por la relacion flor
descarboxilada solvente y por la temperatura de extraccion. En la Figura 9 se observa que
al aumentar la cantidad de flor descarboxilada incrementa la cantidad de CBD en el
extracto a la temperatura de -19.6°C, esto se pudo deber al hecho de que al aumentar el
etanol incrementa la difusividad, lo que genera una mayor disolubilidad de diferentes
compuestos como clorofilas, pigmentos y ceras generando mayores impurezas en el
extracto (L6pez-Olmos et al., 2022). Por otro lado, al comparar las temperaturas se observa
que usar etanol en frio, aunque representa un mayor costo energético comparado con la
temperatura ambiente de 28°C, genera una mayor concentracion de CBD, lo que nos
permite tener ahorros en procesos posteriores de purificacion. El uso de etanol a
temperaturas altas y/o ambiente genera una mayor solubilidad y difusién de compuestos
como ceras y clorofilas (Braddock & Wise, 2019; Harli, 2021).

Los datos presentados en la Figura 9 indican que la pureza del extracto a la temperatura
ambiente (28°C) y a las relaciones de flor descarboxilada etanol de 1 kg/10 L y 1 kg/12 L
después de 18 min disminuye la concentracion, este comportamiento podria ser debido a
que mayores tiempos de contacto con el material vegetal permitirian aumentar el tiempo
de penetracion del solvente en la matriz vegetal, lo que facilitaria la disolucién de otros
compuestos afectando la pureza del extracto. Sin embargo, para la concentraciéon mas alta
de etanol (1 kg de flor descarboxilada por 12 litros de etanol) la concentracion de CBD
tiende a disminuir, esto debido al incremento de la temperatura y del solvente que favorece
la difusividad de otros compuestos como ceras, grasas y clorofilas (Lopez-Olmos et al.,
2022).
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Figura 9. Concentracién de CBD en el extracto grafico de dispersién 3D (a),
concentracion de CBD en el extracto respecto al tiempo(b) y concentracion de CBD en el
extracto respecto a la relacion flor solvente (c).

2.5.3 % CBD obtenido de la flor descarboxilada

La obtencién del CBD a partir de la flor descarboxilada depende del rendimiento y de la
concentracion de CBD en el extracto, donde el rendimiento se ve favorecido a altas
temperaturas (28.0°C) y la concentracion de CBD en el extracto a bajas temperaturas (-
19.6°C). Los tratamientos donde se obtuvo mayor contenido de CBD en la flor se dio a
temperaturas altas y a tiempos mayores de 18 min, y a temperaturas bajas y tiempos

menores de 13 min, ver figura 10.
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Figura 10. CBDFD gréfico de dispersion 3D (a), CBDFD respecto al tiempo (b) y CBDFD
respecto a la relacion flor solvente (c).

La obtencién de CBD en frio a 6 min y 13 min no muestra diferencias, ya que se obtuvo
11.3% en ambos casos, es decir, que se puede realizar tres extracciones en frio por cada
tiempo de operacion en caliente que dura 18 min. Para poder decidir, se debe tener en
cuenta que costos conlleva cada alternativa. En la Tabla 5, la alternativa mas costosa en
la implementacién de equipos es la extraccion a temperatura ambiente, ya que requiere un
destilador molecular para llegar a las concentraciones de CBD obtenidas con extraccién
de etanol en frio (SASSANO et al., 2023), no obstante, respecto a los costos energéticos
la extraccion en temperatura en frio requiere una mayor inversion para llegar a

concentraciones similares al de los destilados a temperatura ambiente (28°C).
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Tabla 5. Costo de los equipos y de la energia que se requiere dependiendo si se realiza
a temperatura ambiente o en frio para el afio de inicio.

Equipos

Extraccion en frio -

19.6 2C (COP)

Extraccion a
temperatura
ambiente (COP)

Referencia

Bano de refrigeracién

con recirculacion de
calor
Destilador molecular

$7,644,000.00

$0.00

$0.00

$138,440,000.00

(Advanced Capital
Equipment Sales,
n.d.)

(B. I. & Equipment,
n.d.)

Nevera $19,240,000.00 $0.00 (X. 1. R. Equipment,
n.d.)

Costo energético

Haake F3 Fisions por ~ 3487.8 $0.00

dia

Destilador molecular ~ $0.00 $1,674.14

por dia

Nevera por dia $1,434.63 $0.00

Costo energético dia  $4,922.43 $1,674.14

Costo energético Mes $98,448.60 $50,224.20

(30 dias)

Costo energético afio  $1,181,383.20 $602,690.40

trabajado (360 dias)

Costo total del afo $28,656,074.80 $139,042,690.40

de inicio (COP)

Se determind que realizar extracciones de CBD en frio con los equipos disefados de Green
Flowers Biothecnology, permite tener ahorros en inversién en procesos de purificacion (ver
Tabla 5) y, llegar a concentraciones de CBD similares a los destilados. El costo energético
es mayor bajo las condiciones de extraccion en frio comparado a la temperatura ambiente
(28°C).

Bajo las nuevas proyecciones de Green Flowers Biothecnology de acoplar un destilador
molecular y trabajar a temperatura ambiente, se comparé los costos de la extracciéon en
frio respecto a la temperatura ambiente acoplado al destilador molecular, encontrando que
el costo energético a pesar de ser mayor a la temperatura en frio sigue siendo menor la

inversion que acoplar un nuevo equipo y, el tiempo requerido para poder tener un ahorro



Bibliografia 53

energético adicionando un nuevo destilador molecular supera los 100 afios, debido a los

altos cotos del equipo.

2.6 Conclusiones

El proceso planteado determind que realizar procesos de extraccion a la temperatura de
28.0°C, permite obtener una mayor cantidad de extracto seco, no obstante, la
concentracién de CBD en el extracto se ve afectada por el aumento de solubilidad y la

velocidad de difusion de otros tipos de compuestos diferentes al CBD.

Por otro lado, se determind que a temperatura en frio (-19.6°C) el rendimiento disminuye,
sin embargo, aumenta la concentracion de CBD en el extracto, evitando la extraccion de
otros compuestos indeseables para procesos de formulacién, asi mismo, cuando el tiempo
de extraccion es inferior a 13 min el CBD obtenido es mas alto que a temperatura ambiente
(28°C).

3.0btencién de un ingrediente hidrosoluble con
CBD

Para la formacion de la emulsion se usoé un destilado de CBD, en lugar de uno de los extractos
obtenidos, esto por decision de la empresa Green Flowers Biotechnology quienes bajo la
informacion suministrada del anterior capitulo y nuevo capital de inversion decidieron escoger

la alternativa que incluia un destilador molecular y disminuir el uso de solvente.
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3.1 Materiales y reactivos

El destilado de CBD industrial derivado del cafiamo fue proporcionado por Green Flowers
Biotechnology (Manizales, Caldas, Colombia). Los surfactantes de lecitina non-GMO y
tween 80 se obtuvieron a través de Deltagen SAS (Cota, Cundinamarca, Colombia) y
Cimpa SA (Bogota, Cundinamarca, Colombia), respectivamente. NanoStabilizer-LSO
(LSO) se obtuvo mediante Green Flowers Biotechnology. El aceite de oliva se compré en
el supermercado Exito (Aceites del Sur-coosur, Espafa) y el papel de fibra de vidrio y
microfibra con un diametro de 47 mm y un tamafio de poro de 1.2 um se compro a
Instrumentalia SAS (AXIVA SICHEM PVT, India).

3.2 Metodologia

3.2.1 Cuantificacion de CBD

Se realiz6 la misma metodologia de la seccién 2.4.

3.2.2 Preparacién de la premezcla de emulsiéon

El volumen de cada emulsion se llevo a 45 ml. Se adapté la metodologia SonoMechanics
(NanoStabilizer-LSO User Guide). Para preparar las emulsiones se mezcl6 2% de aceite
de oliva, 2% de lecitina non-GMO, 3% de tween 80, destilado de CBD y LSO en agua
durante 20 min a 500 rpm y 60°C.

3.2.3 Formacion de la microemulsion

Para llevar a cabo la microemulsién, se utilizé un procesador ultrasénico (VCX 750, Sonics,
USA) equipado con una sonda solida de titanio de 13 mm de didmetro. Se aplico
ultrasonido a la premezcla a una amplitud del 80%, durante un tiempo (7.5, 10.0 y 12.5
min) de sonicacion, con pulsos de 45 segundos de trabajo y 15 segundos de reposo. La
temperatura maxima se fijo en 60°C y fue controlada por bafio de agua circulante ARCTIC
A40 (Thermo Scientific™ Inc., Newington, NH, USA). Las emulsiones obtenidas se filtraron

a través de papel de fibra de vidrio y microfibra.
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3.2.4 Determinacién del tamano de particula, indice de
polidispersidad y potencial Z

El analisis de tamano de particula e indice de polidispersidad se realizd utilizando un

Malvern Zetasizer ZS a 25°C mediante dispersion dinamica de luz con una celda DTS0012.

El potencial Z se midié mediante electroforesis laser Doopler utilizando la celda DTS1070.

Para los ensayos, las emulsiones se diluyeron con agua destilada en una proporcion de 1

a 9 v/v. Los valores de pH de las emulsiones diluidas variaron entre 5.8 y 6.1.

3.2.5 Estabilidad en el almacenamiento

La emulsion que presentd las condiciones de menor tamarno de particula, menor indice de
polidispersidad, el valor mas alto en valor absoluto del potencial Z y el menor costo, fue
seleccionada para evaluar su estabilidad durante 18 dias de almacenamiento a cuatro
temperaturas diferentes (4, 20, 30 y 40°C). La estabilidad de la emulsién fue evaluada en

términos del potencial Z, el indice de polidispersidad y el tamafio de particula.

3.2.6 Diseino experimental

Se aplicé un disefio de superficie de respuesta Box-Behnken con cinco puntos centrales
para evaluar el efecto de la formulacién de la emulsion (concentraciones de LSO y de CBD)
y del tiempo de sonicacion, en el tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial
Z. En la Tabla 6 se observan los factores y niveles evaluados y en la tabla 7 estan las

corridas experimentales.

Tabla 6. Factores de evaluacion para la formacion de Microemulsiones.

Tiempo de Destilado de CBD NanoStabilizer-LSO  Niveles
sonicacion (min) (%) (%)

7.5 1 0 -1

10 2 2 0

12.5 3 4 1

Tabla 7. Patrén experimental del disefio Box-Behnken

Corrida Tiempo de NanoStabilizer(%) Destilado de CBD
sonicacion (min) (%)
1 12.5 4 2

2 10 2 2
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3 12.5 0 2
4 10 4 1
5 10 0 1
6 12.5 2 3
7 10 0 3
8 7.5 4 2
9 10 2 2
10 10 2 2
11 10 2 2
12 12.5 2 1
13 7.5 0 2
14 7.5 2 3
15 10 4 3
16 7.5 2 1
17 10 2 2

3.2.7 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé empleando los softwares Design-Expert & Stat-Ease 360:
v22.0.8 y Statgraphics 19. Regresién multiple con modelo cuadratico transformado con una
raiz cuadrada inversa y con una constante K de -7 (Ecuacion 2) para evaluar la relacion
entre las variables independientes y la variable Z-ave, el PDI se ajusto al logaritmo natural
con una constante K de -0.15 (Ecuacién 3) y ZP al modelo cuadratico (Ecuacion 4). El valor
de falta de ajuste (p < 3% del nivel de tolerancia a un nivel de confianza del 97%) de cada
variable independiente e interaccion y el R-cuadrado (R2) asi como el R2 ajustado (adj-

R2) se muestran en las Figuras 11,13 y 15.

Los datos de estabilidad se presentan como la mediatSD (n=3). Los datos se analizaron
por medio de analisis de varianza biridiccional (ANOVA) seguido por un analisis de post-
hoc de Tukey. Los p-value menores a 0.05 indican diferencias significativas para el tamafio

de particula, indice de polidispersidad y potencial Z.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Cuantificacion de CBD

La concentracién del destilado de CBD analizado por cromatografia de gases fue de
63.5%. El destilado de CBD es un extracto altamente concentrado derivado del cafiamo,
producido mediante un proceso conocido de destilacion (SORTING ROBOTICS INC,
2022). La concentracion de CBD usualmente varia del 65-90% dependiendo la compania

oferente, como GVB Biopharma, SIAM Herbal Tech and Plena, Cleaver Leaves, etc.

3.3.2 Tamano de particula

La Figura 11 presenta el diagrama de Pareto estandarizado para el tamafo de particula,
de las emulsiones. Se encontrd que la variable que menos afecta el tamafio de particula
es el tiempo de sonicacion, esto probablemente se debid a que llegé a la fase estacionaria
a los 7.5 min patrén similar al descrito por Belgheisi et al. (2021). No obstante, las
emulsiones también pueden aumentar o disminuir su tamafo de particula con el aumento
del tiempo de sonicacién. En emulsiones que no han alcanzado su fase estacionaria
aumentar el tiempo de sonicacién decrece el tamafio de particula (Belgheisi et al., 2021;
CHEN & Wang, 2019)(Belgheisi et al., 2021; CHEN & Wang, 2019). Por otro lado, una
emulsién después de alcanzar el equilibrio termodinamico se puede ver afectada al
aumentar el tiempo de sonicacion, que incrementa la energia del sistema, generando
efectos de colisiéon lo que resulta en coalescencia (Belgheisi et al., 2021; Mahdi Jafari et
al., 2006)(Belgheisi et al., 2021; Mahdi Jafari et al., 2006).

B
_HRNRNE
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Figura 11. Diagrama de Pareto estandarizado para el tamafo de particula con un R-
cuadrado (R?) % de 99.47, R2-ajustado % de 98.79 y con una falta de ajuste de 0.0311 al
97% del nivel de confianza.

Los factores Nanostabilizer LSO y el destilado de CBD son los que mas afectan el tamafio
de particula de las emulsiones. Como se observa en los graficos de superficie y en el de
contorno, al aumentar el contenido de destilado de CBD el tamafo de particula crece,
pasando de ser una emulsion traslucida a una emulsién turbia y nublada, esto es comun
que suceda en la preparacidon de emulsiones para bebidas, ya que al aumentar la
concentracién, genera menos espacio entre las particulas ocupando un mayor volumen,
siendo propensas a que se genere una floculacion o una coalescencia por el movimiento
reducido que tienen (Piorkowski & McClements, 2014; Ravera et al., 2021)(Piorkowski &
McClements, 2014; Ravera et al.,, 2021). Este fendmeno también lo describen Rao &
McClementsRao & McClements 2012 y Salimi et al.Salimi et al. 2015 donde al aumentar
el contenido de aceite de limoén y de licopeno ingredientes a emulsionar el tamafo de

particula crece.

Aunque se desconoce la composicién del Nanostabilizer LSO, fue el factor que tuvo mayor
efecto en el tamano de particula de las emulsiones, ya que, al aumentar la concentracién
de este emulsificante, el tamafo de particula también lo hace (Figura 12). Una de las
causas podria ser que el emulsificante a pesar de generar estabilidad en la emulsién
también pudo aumentar la tension superficial lo que requiere una mayor energia para
romper y disminuir el tamafio de gota, es decir para llegar a reducir el tamafio se requiere
otro tipo de métodos que generen una fuerza de corte mas alta y permita romper la fase

dispersa dentro de la fase continua (Manzoor et al., 2023).

La influencia de las concentraciones de Nanostabilizer-LSO y de CBD tuvo un impacto
significativo en Z-ave con valores de p para Nanostabilizer-LSO <0,0001 y destilado de
CBD de <0,0001. La falta de Ajuste de 3.11 no es significativa y el modelo cuadratico se
transforma con raiz cuadrada inversa que se describe matematicamente de la siguiente

manera:
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Z! . = J% = 0.31127 — 0.05897 * B — 0.04533 * C + 0.00259  AB — 0.00623 = (1
X ave )
B< 4+ 0.01416 * BC

Z-ave (nm)
Z-ave (nm)

8: Nanostabilizer LSO (%) ' A: Sonication time (min) C: CBD Distillate (%)

Z-ave (nm)

C: CBD Distillate (%)
~

B: Nanostabilizer LSO (%)

Figura 12. Parte superior (a): Superficie 3D del tamafo de particula, destilado de CBD
(%) vs Nanostabilizer LSO y Nanostabilier LSO (%) vs Tiempo de sonicacion (min). Parte
inferior (b): Grafico de contorno del tamafio de particula.

3.3.3 indice de polidispersidad

La Figura 13 presenta el diagrama de Pareto estandarizado para la variable PDI de | as
emulsiones. Se determind que el factor que mas afecta el indice de polidispersidad es la
concentracion de Nanostabilizer LSO, es decir que el LSO no sigue un patrén lineal sino
uno parabdlico, donde a concentraciones bajas de LSO presenta indices de
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polidispersidad altos, pero a concentraciones medias de 2% el PDI disminuye, no obstante,

seguir aumentando la concentracion del PDI vuelve a aumentar, ver figura 14.

L

Figura 13. Diagrama de Pareto estandarizado para el indice de polidispersidad con un R-
cuadrado (R?) % de 94.11, R?-ajustado % de 86.53 y con una falta de ajuste de 0.6784 al
97% del nivel de confianza.

Los valores del PDI demuestran que la emulsion es homogénea bajo las condiciones
evaluadas en este estudio, pues valores entre 0.2 y 0.5 indican que son aceptables bajo
los parametros de fabricacién de las nanoemulsiones (Jusril et al., 2022)(Jusril et al., 2022).
No obstante, los mejores resultados se dan a concentraciones de 2% de LSO donde el
indice de polidispersidad es menor a 0.2, valores que son aceptables para la preparacion
de nanocarriers y microemulsiones (Danaei et al., 2018; Vlaia et al., 2021)(Danaei et al.,
2018; Vlaia et al., 2021).

El modelo ajustado explica el 94.11% de la variacion observada del indice de
polidispersidad, como se evidencia por el valor de R al cuadrado (R? = 94.11%), del R
cuadrado ajustado de 86.53% y de la falta de ajuste que no es significativa. El 6ptimo
tedrico se da bajo la siguiente configuracion, tiempo de sonicacion de 12.5 min,
concentracion de LSO de 2.08 y concentracion de destilado de 3%. La ecuacion de

regresion para el modelo cuadratico de segundo orden resultante fue la siguiente:

1
POl = —— (2)
VPDI — 0.15
=2.33172 — 0.69789 * A — 2.42955 x B + 0.97863 * C + 0.45268

* B2
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Figura 14. Parte superior (a): Superficie 3D del PDI, destilado de CBD (%) vs

B: Nanostabilizer LSO (%)

Nanostabilizer LSO y Nanostabilier LSO (%) vs Tiempo de sonicacion (min). Parte inferior

(b): Grafico de contorno del PDI.

3.3.4 Potencial Z

Del diagrama de Pareto estandarizado (figura 15) se determiné que el factor que afecta

mas el potencial Z de las emulsiones obtenidas es la concentracién de Nanostabilizer LSO

y el tiempo de sonicaciéon. En la Figura 16 se observa que a medida que crece la

concentracion de LSO el potencial Z disminuye, es decir las fuerzas de repulsion

disminuyen generando inestabilidad coloidal (Joseph & Singhvi, 2019). Por otra parte, el

tiempo tiene un comportamiento parabdlico, donde el punto central (10 min) presenta un

mayor ZP que el limite superior (12.5 min) e inferior (10 min).
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E
i

Figura 15. Diagrama de Pareto estandarizado para el Potencial Z con un R-cuadrado
(R?) % de 94.75, R2-ajustado % de 88.01 y con una falta de ajuste de 0.0946 al 97% del
nivel de confianza.

Los resultados de potencial Z obtenidos se consideran estables porque se encuentran en
un rango menor de -30 mV lo que quiere decir que las particulas tienen grandes fuerzas
de repulsidn, previniendo la agregacion de las particulas y asegurando una buena
dispersion en el medio (Gupta & Trivedi, 2018). No obstante, se presenta una mayor
estabilidad cuando se disminuye la concentracion LSO, llegando a valores menores de -
45 mV (Figura 16).

El modelo ajustado explica el 94.75% de la variacion observada del indice de
polidispersidad, como se evidencia por el valor de R al cuadrado (R? = 94.75%), del R
cuadrado ajustado de 88% y de la falta de ajuste que no es significativa. El éptimo tedrico
se da bajo la siguiente configuracion, tiempo de sonicacién de 7.5 min, concentracion de
LSO de 0 y concentracion de destilado de 1.3. La ecuacion de regresion para el modelo

cuadratico de segundo orden resultante fue la siguiente:

ZP = —90.71 + 7.658 * A + 5.465 * B — 0.4144 x A2 (3)
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Figura 16. Parte superior (a): Superficie 3D del ZP, destilado de CBD (%) vs
Nanostabilizer LSO y Nanostabilier LSO (%) vs Tiempo de sonicacion (min). Parte inferior
(b): Grafico de contorno del ZP.

3.4 Analisis de costos

A partir del grafico de perturbacion (Figura 17) se determiné que las variables que tienen
mayor significancia sobre el costo de la emulsion son el destilado de CBD y el LSO. El
precio de la emulsion se calculé por medio del valor del destilado de CBD (Biopharma,
n.d.), del LSO (SONOMECHANICS, n.d.) y de la energia gastada (Superservicios, 2022),
que cuestan de 2000 USD/kg, 970 USD/kg y 0.145 USD/kWh respectivamente, el calculo
de la energia se hizo respecto a Bogota a una TRM de 4000.
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Figura 17. Grafico de perturbacion de las variables independientes tiempo (A),
Nanostabilizer LSO (B) y Destilado de CBD (C) con un R-cuadrado (R?) % de 99.14, R2-
ajustado % de 98.70 y con una falta de ajuste de 0.4080 al 95% del nivel de confianza.

El modelo ajustado explica el 99.99% de la variacion observada del indice de
polidispersidad, como se evidencia por el valor de R al cuadrado (R2 = 99.14%), del R
cuadrado ajustado de 98.70% y de la falta de ajuste que no es significativa. El 6ptimo
tedrico se da bajo la siguiente configuracion, tiempo de sonicacién de 7.5 min,
concentracion de LSO de 0 y concentracion de destilado de 1. La ecuacion de regresion

para el modelo lineal de primer orden fue la siguiente:

Costo (USD) = —0.5213 + 0.6000 * A + 1.0437 * B + 2.0875 * C
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3.5 Analisis de almacenamiento

De acuerdo con el disefio Box Behnken las mejores condiciones de estabilidad de las
emulsiones se dieron en el menor valor de Z-ave, el valor absoluto mas alto de ZP y el
valor con menor costo, los cuales se dieron a 10 min del tiempo de sonicacion, 0% de
concentracion de Nanostabilizer LSO y 1% de concentracién de destilado de CBD. Bajo
estas condiciones se llevo a cabo el analisis de almacenamiento. La Figura 18 muestra el
efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento respecto al Z-ave, PDI y ZP de
las emulsiones. Los resultados de la prueba de Anova de dos factores indican que la
temperatura, tiempo y sus interacciones son significativamente diferentes (p-values <0.05)

para Z-ave, PDIl y ZP, los resultados de p-value se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Resultados de ANOVA de dos vias para tamano de particula, indice de
polidispersidad y potencial zeta de las emulsiones obtenidas

ANOVA
table SS DF MS F (DFn, DFd) P value

Z-ave F (15, 48) =

(nm) Interaction 83.48 15 5.565 44.46 P<0.0001
Time 564.3 5 112.9 F (5,48)=901.6 P<0.0001
Temperature  36.06 3 12.02 F (3,48)=96.03 P<0.0001
Residual 6.008 48 0.1252

PDI F (15, 48) =
Interaction 0.02108 15 0.001405 2.731 P=0.0042
Time 0.007063 5 0.001413 F (5,48)=2.745 P=0.0293
Temperature 0.01239 3 0.00413 F (3,48)=8.027 P=0.0002
Residual 0.0247 48 0.000515

ZP (mV) F (15, 48) =
Interaction 1596 15 106.4 11.47 P<0.0001
Time 6042 5 1208 F (5,48)=130.3 P<0.0001
Temperature  241.1 3 80.36 F (3,48)=8.665 P=0.0001
Residual 445.2 48 9.274

De acuerdo con el test de Tukey (Tabla 9) y la Figura 18 se observa que la media del
tamano de particula para las emulsiones es afectada por el tiempo en los primeros 3 dias
incrementando significativamente la media desde (27.63 + 0.26) nm hasta (36.60 + 0.35)
nm, (36.94 + 0.18) nm, 34.78+0.09 nm y 35.53+0.04 nm para 4°C, 20°C, 30°C and 40°C
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respectivamente, sin embargo, a pesar de que existen diferencias significativas entre las

temperaturas (20°C vs 30°C y 4°C vs 30°C) en el tiempo no se observan diferencias en el

dia 3. El tamano de particula decrece del dia 3 al dia 5, no obstante, no se ve afectado por

el efecto de la temperatura.

Tabla 9. Efecto del almacenamiento sobre los resultados fisicos de la emulsion.

Results t (day)

Z-ave
(nm)

PDI

ZP (mV)

14

18

Temperature°C
4

27.63+0.265°4
36.60+0.34628
34.71+0.2423¢
30.19+0.0172P
32.39+0.5894EF
30.62+0.4212P

0.41+0.005%A
0.47+0.0062>4
0.43+0.0043A
0.44+0.005%4
0.47+0.0263A
0.44+0.0092A
-53.87+3.85524
-20.07+1.72128
-51.20+4.43134A
-53.70+1.47324
-49.67+3.52324

-57.13+5.55124

20

27.63+0.265%4
36.94+0.18128B
34.32+0.2292C
33.47+0.982>¢
34.75+0.586°°
29.33+0.260°P

0.41+0.005%A
0.48+0.003°A
0.43+0.0043A
0.48+0.088"4
0.46+0.058%4
0.42+0.005%A

-53.8713.855a'A
-26,3711 22238
;19.6313.5273'A
;19.2312.608""A
:’:‘»9.7015.024“C

52.03+1.6862

30

27.63+0.265%4
34.78+0.094°8
35.32+0.06228
28.22+0.276°AC
29.26+0.277¢CP
29.40+0.148P

0.41+0.005%A
0.40+0.0063A
0.45+0.0023A
0.40+0.0123A
0.41+0.0013A
0.43+0.006A

-53.87+3.85524
-17.30+0.81828
-46.43+2.45424A
-44.93+0.896°#

47.23+2.433%0A
-54.80+2.42724

40

27.63+0.265%
35.52+0.044208
34.22+0.4123¢
32.66+0.359°P
30.25+0.165°F
30.11£0.2042°E

0.41+0.005%A
0.42+0.0042>4
0.42+0.006A
0.42+0.0013>4
0.44+0.0013A
0.43+0.003A

-53.87+3.85524

-43.30+0.854°8

48.87+0.907248
-42.37+1.6508

-52.77+1.2743A

50.70+4.592248

Las medias seguidas de la misma letra minuscula dentro de una fila y de una letra
mayuscula diferente dentro de una columna no son significativamente diferentes segun
la prueba de Tukey cuando el p < 0.05.
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Existe una diferencia significativa entre las temperaturas observadas en el dia 8, al
aumentar de 4°C hasta 30°C la media del tamafio de las particulas se vio positivamente
reducida desde (32.66 + 0.36) nm hasta (33.47 £ 0.98) nm. Después de 14 dias el Z-ave
se vio favorecido alcanzando el tamafo particula mas pequefia a las temperaturas de 30°C
y 40°C vy, a partir de este dia hasta el 18 el tamafio de particula no presento diferencias

significativas a las temperaturas evaluadas.

Por otro lado, no se observaron cambios notorios en el PDI durante el almacenamiento, lo
que significa el indice de polidispersidad es estable durante este periodo a las diferentes
temperaturas. Sin embargo, la media del PDI mostré cambios significativos entre las
temperaturas de 20°C y 30°C en los dias 3 y 8, variando de 0.40 £ 0.006 a 0.48 £ 0.003 y
de 0.40 £ 0.012 2 0.48 + 0.088 respectivamente, ver Tabla 9.

Respecto al potencial Z es afectado durante el tiempo de almacenamiento, incrementando
durante los 3 primeros dias significativamente, pasando de (-53.87 £ 3.855) mV en el dia
0a(-20.07 £1.721) mV en el dia 3 a 30°C, (-26,37 + 1.222) mV en el dia 3 a 40°C, (-17.30
+0.818) mV en el dia 3a20°Cy (-43.30 £ 0.854) mV en el dia 3 a 4°C. Después del tercer

dia la media del ZP tiende a ser constante hasta el ultimo dia evaluado (Figura 18).
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Figura 18. Estabilidad en el almacenamiento de CBD-ME en términos de (a) Tamano de
particula, indice de polidispersidad y (b) potencial zeta.

En general los resultados obtenidos muestran cambios significativos en el tercer dia de
almacenamiento de las emulsiones, donde a pesar de alcanzar los valores que tienden a

ser menos estables en términos de tamafio de particula, indice de polidispersidad y
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potencial Z, estan dentro del rango de los valores de estabilidad, es decir, los valores z-
ave en todos los puntos evaluados siguen estando en el rango de microemulsion, lo que
quiere decir que presentan estabilidad termodinamica, se pueden formar
espontdneamente y no presentan separacion de fases en el tiempo (Jin et al., 2016;
Rousseau et al., 2011). Por otro lado, el indice de polidispersidad indica que la emulsion
es estable bajo los parametros descritos por Jusril et al. (2022) alcanzando valores
menores de 0.5. De la misma manera, el potencial Z presenté valores menores a -30 mV
lo que implica que las emulsiones tienen una buena estabilidad, sin embargo, en el dia 3
el valor de ZP fue cercano a -17 mV, el cual esta en el limite para aceptar una emulsién
estable (Mahbubul, 2019).

3.6 Conclusiones

Se demostro que el desarrollo de emulsiones con ingredientes (Tween 80 y Lecitina NON-
GMO) es costo-efectivo y es posible llevarlas a cabo con los recursos disponibles en
Colombia. El factor que mas afecto la estabilidad y el costo de la formacion de la emulsién
fue la concentracion de LSO. Las emulsiones que presentaron las mejores condiciones de
estabilidad en términos del menor tamafio de particula, el potencial Z mas alto y el costo
de manufactura mas econémico ocurrieron cuando no se agrego LSO, sin embargo, el
indice de polidispersidad arrojé el mejor resultado a concentraciones del 2% de LSO. La
configuracion con mejores condiciones de estabilidad y costo fue a 10 min de sonicacion y
a una concentracion de destilado del 1%, dando una concentracion final de CBD de 0.635
g/g. La microemulsion demostro ser estable durante 18 dias a las temperaturas (4°C, 20°C,
30°C y 40°C) evaluadas, haciéndola una gran alternativa para aplicacion en bebidas tipo
“Soft Drink”.
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4.Evaluacion de la estabilidad de la bebida con
la CBD-ME

Teniendo en cuenta los resultados de estabilidad y de costos, se escogio la emulsién que
obtuvo los mejores resultados. La emulsién que logré satisfacer mas estos requisitos tuvo
la siguiente configuracion: Tiempo de sonicacién de 10 min, concentracion de LSO del 0%
y concentracion del destilado del 1%. Los resultados Z-ave, ZP, PDI y de costos fueron
28.64 nm, -49.9 mV, 0.366 y 7.6 USD/; kg, respectivamente.

4.1 Materiales y reactivos

Se us6 agua cristal (Postobdn, Colombia), acido citrico (PanReac), acido malico (Cimpa,
Colombia), stevia Reb M al 95% (Shandong Shengxiangyuan Biotechnology, China),
citrato de sodio (Cimpa, Colombia), benzoato de sodio (Panrec), sabor maracuya (IFF,

Colombia) y la microemulsién de CBD.

4.2 Preparacion de la bebida

Para la preparacion de la bebida se adapté la metodologia descrita por Ingredion (n.d.)
para la preparacién de aguas saborizadas (Tabla 10). Se adicion6 el benzoato de sodio en
el agua, mientras se agitaba por 2 min en una plancha de agitacion magnética, se
mezclaron los componentes restantes (acido citrico, acido malico, Stevia reb M y citrato de
sodio) y se agregaron, se dejo agitar por 5 min, luego se adicioné el sabor que se dejé
mezclar por 2 min y finalmente, se adicion6 la emulsion de CBD de concentracion de
0.635% de CBD.

Tabla 10.Formulacion para la preparacion de bebidas

Ingredientes Formula 1 Formula 2 Formula 3
Agua (g) 97.85 95.85 93.85
Acido citrico (g) 0.080 0.080 0.080
Acido malico (g) 0.020 0.020 0.020

Citrato de sodio (g) 0.015 0.015 0.015
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Benzoato de sodio 0.020 0.020 0.020
(9

Sabor maracuya (g) 0.015 0.015 0.015
Emulsion de CBD 2 4 6
()]

Total 100 100 100

4.3 Diseno experimental

Para evaluar la estabilidad (tamafio de particula, indice de polidispersidad, potencial Z y pH) de

la bebida se aplicé un diseno factorial de 3 factores (temperatura de almacenamiento, tiempo de

almacenamiento y concentracion de la microemulsion de CBD en la bebida), Tabla 11. La

temperatura y la concentracion de la microemulsion se evaluaron a 3 niveles, mientras que el

tiempo se evalué a 2 niveles. Cada una de las configuraciones se realizd con tres réplicas para

evaluar la estabilidad de la bebida respecto al tamano de particula, indice de polidispersidad,

potencial Z y pH.

Tabla 11. Patron experimental del disefio factorial.

Configuracién

Tiempo (dias)

Concentracion de  Temperatura (°C)

la microemulsion

(%)

0o N OO b~ WDN -

11
12

O 0O 0O O O O O 0 ©

N NN
A B~ B

2

N D N O o o & M DNMNDN

20
30

20
30

20
30

20
30
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13 24 4 4
14 24 4 20
15 24 4 30
16 24 6 4
17 24 6 20
18 24 6 30

4.4 Determinacion del tamaino de particula, indice de
polidispersidad, potencial Zy pH

El analisis de tamafio de particula e indice de polidispersidad se realizé en la Universidad
Nacional de Colombia en el laboratorio de polimeros de Ingenieria Quimica utilizando un
Malvern Zetasiser ZS a 25°C mediante dispersion dinamica de luz con una celda DTS0012.
De manera similar, el potencial Z se midié mediante electroforesis laser Doppler utilizando
la celda DTS1070. Todas las emulsiones se llevaron a una proporcion de 1 ml de emulsién

por 9 ml de agua destilada.

4.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con Statgraphics 19. Se utilizé regresion multiple con
modelo cuadratico para evaluar la relacion entre las variables independientes y las
variables de respuesta de Z-ave, PDI, ZP y pH, a un nivel de confianza del 95% de cada
variable independiente e interaccion. El R-cuadrado (R2) asi como el R2 ajustado (adj-R2)

se muestran en los diagramas de Pareto.
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4.6 Resultados y discusion

4.6.1 Tamaio de particula e indice de polidispersidad

Del diagrama de Pareto estandarizado (Figura 19) se determiné que los factores que
afectan mas el tamafo de particula es la concentracion de la microemulsion (ME) de CBD
y la temperatura de almacenamiento, donde, a medida que aumenta el contenido de la
microemulsién de CBD (CBD-ME) el tamafio de particula disminuye, similar a la formacién
de MEs por medio de metodologias PIC, donde a medida que se aumenta la concentracién
de la fase dispersa el tamano de particula va disminuyendo (Perazzo et al., 2015), por otro
lado, aumentar el contenido de MECBD también aumenta la proporcién de surfactante en
el medio lo que ayuda a disminuir la tension superficial y mejora la dispersion de las fases

inmiscibles (lyer et al., 2015).
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Figura 19. Diagrama de Pareto estandarizado para el tamafio de particula con un R-
cuadrado (R2) % de 88.46 y R2-ajustado % de 86.40 a un nivel de confianza del 95%.

Se determind que a medida que la temperatura de almacenamiento aumenta el tamafio de
particula también lo hace (Figura 20), esto se debe a que las particulas al aumentar su
energia cinética generan efectos de coalescencia, afecta el tween 80 que presenta
caracteristicas no idnicas y decrece algunas veces la viscosidad del medio (Adhikary &
Basak, 2022). Sin embargo, este efecto de temperatura se ve mas en emulsiones con
tamanfos de particula superiores a los 150 nm, en cambio menor a 80 nm a una temperatura

de 40°C se reportan emulsiones estables hasta por un mes (lyer et al., 2015). En este
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estudio todas las bebidas reportan un tamafio de particula menor a 40.48 nm y el efecto
gue menos tiene incidencia sobre el Z-ave es el tiempo, o que quiere decir que se pueden

almacenar minimo por 24 dias sin presentar efectos negativos sobre el producto final.
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Figura 20. Diagrama de efectos principales que para el Z-ave

Del diagrama de Pareto estandarizado (Figura 21) se determind que el indice de
polidispersidad es principalmente afectado por la concentracion de la microemulsién de
CBD, el cual sigue un patrén parabdlico, donde los limites de evaluacioén (2 y 6% de CBD-
ME) presentan un PDI mas alto comparado con la concentracion media evaluada (4%
CBD-ME). No obstante, el R? de 22.05% y R2-ajustado de 6.116% nos indica que el modelo
no se ajusta, esto se puede deber a que los resultados de PDI presentan valores muy
cercanos entre experimentos, es decir una variabilidad muy baja, como consecuencia de

lo cual resulta estable en términos de homogeneidad de tamafio (Gumustas et al., 2017).
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Figura 21. Diagrama de Pareto estandarizado para el indice de polidispersidad con un R-
cuadrado (R?) % de 29.34 y R2-ajustado % de 16.78 a un nivel de confianza de 95%.

En la Figura 22 observamos que los resultados del indice de polidispersidad son muy
similares, presentando un coeficiente de variacion del 3.8% con desviacion estandar
general de 0.0067. Sin embargo, todos los datos cumplen con un valor menor al 0.5 de
PDI caracteristico de bebidas tipo “Soft Drink” con proteina y estan en el rango mas bajo
que es de 0.15 a 0.21 (Ahern et al.,, 2023). Por otro lado, comparado con aguas
carbonatadas que tienen un PDI de 0.2 la bebida obtenida en este trabajo presenta una

mejor polidispersidad (Yu et al., 2021).
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Figura 22. PDI segun secuencia experimental.
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4.7 Potencial Zy pH

A partir del diagrama de Pareto estandarizado (Figura 23) se observa que la variable que
tiene mayor influencia en el potencial Z es la concentracion de la emulsion de CBD, el cual
sigue un patron parabdlico, donde en los limites de evaluacion (2 y 6% de CBD-ME)
presentan un ZP mas bajo comparado con la concentracion media evaluada (4% CBD-
ME), no obstante, al 6% presentan mayor fuerza de repulsion, ver Figura 24. Sin embargo,
el R? de 38.10% y R2?-ajustado de 27.09% indican que la variable dependiente no es
completamente explicada por la independiente, esto se debe a que los resultados de ZP
presentan valores muy cercanos entre experimentos (Coeficiente de variacién 5.7% con
una desviacién estandar de 1.61) es decir una variabilidad muy baja (Fernando et al.,
2024).
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Figura 23. Diagrama de Pareto estandarizado para el potencial Zeta con un R-cuadrado
(R2) % de 38.10 y R2-ajustado % de 27.09 a un nivel de confianza de 95%.

Los valores de ZP demuestran que la bebida es estable bajo las condiciones
experimentales evaluadas, sin embargo, los resultados mas favorables se ven al 6% de
MECBD. Un patron similar fue descrito por Ali AttiaAli Attia (2013), donde en
concentraciones bajas de Tween 80 el potencial Z es mas estable y a medida que se
aumenta se va desestabilizando hasta llegar un punto donde vuelve a estabilizarse con el
aumento de la concentracion. Los valores obtenidos de ZP para las bebidas evaluadas
presentan mayor estabilidad respecto a los analisis de las bebidas carbonatadas de

mercado que realiz6 Yu et al. (2021) que tienen valores entre -6 y -20 mV.
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Figura 24. Diagrama de efectos principales que para el ZP.

Se observa a partir de la figura 25 que los factores que mas afectan el pH de las bebidas
son: el tiempo y la temperatura de almacenamiento. A medida que aumenta el tiempo el
pH de la bebida también lo hace, en cambio a medida que la temperatura aumenta el pH
de la bebida disminuye. Sin embargo, todas las bebidas estan los rangos de pH de una
bebida saborizada que va desde 2.64 a 3.24 pH (Rees et al., 2007).

| |

Figura 25. Diagrama de Pareto estandarizado para el pH con un R-cuadrado (R2) % de
87.72 y R2-ajustado % de 85.53 a un nivel de confianza de 95%.

Resultados similares se han obtenido en bebidas tipo vino, agua pura, y bebidas de naranja
tipo néctar donde el aumento de temperatura disminuye el pH, esto porque se dan

reacciones quimicas que se pueden traducir en el deterioro de la bebida (AtlasScientific,
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2023; Czibulya et al., 2015; Mohammad & Abdul, 2022), no obstante, los valores de pH no

estan fuera de especificacion en bebidas saborizadas.
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Figura 26. Diagrama de efectos principales para el pH.

4.8 Conclusiones

Todas las bebidas que se formularon cumplen las especificaciones para bebidas tipo “Soft
Drink” de pH, tamano de particula, indice de polidispersidad y potencial Z. Se observa que
son estables a 24 dias a diferentes temperaturas, lo que permite almacenamiento en
diferentes pisos térmicos, facilitando su transporte y asegurando la estabilidad del producto
cuando llega al consumidor. Adicional, se recomienda realizar un analisis de microbioldgico

y sensorial para asi validar el producto con consumidor.
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5.Conclusiones y recomendaciones

Se logré desarrollar un proceso de extracciéon en frio (19.6°C) que permite llegar a los
mismos rangos de concentracién de CBD que los destilados a un menor costo. El
rendimiento de extraccién se vio favorecido a temperatura ambiente (28°C) y al
incrementar el contenido el solvente de extraccion, no obstante, se obtuvo una mayor

concentracion de CBD con el etanol en frio y con una menor cantidad de solvente.

La obtencién de CBD alcanzé los niveles mas altos después de un tiempo de operacién
de 18 min a 28°C, sin embargo, al realizar dos extracciones en un tiempo de operacion de
6 min a -19.6 °C se logra obtener un 90% mas de CBD, lo que resulta en un menor tiempo
operacién (12min), permitiendo reducir el tiempo de extraccion. Teniendo en cuenta los
resultados de esta investigacion, se recomienda realizar extracciones en frio para alcanzar

concentraciones de CBD similar a los destilados a un menor costo de inversion.

Se demostré que formular microemulsiones de CBD con ingredientes (Lecitina NON GMO
y Tween 80) para alimentos es posible llevarlas a cabo de manera costo-efectiva. Asi
mismo, se evidencio que la creacién una CBD-ME es estable a diferentes temperaturas de
almacenamiento, lo que hace factible su distribucién en diferentes lugares del mundo,

como los mercados legales mas grandes de cannabis que son Canada y Estados Unidos.

El efecto que mas tuvo significancia en la estabilidad y costo de las emulsiones de CBD
fue el contenido de Nanostabilizer-LSO, el cual al aumentar su concentracidn
incrementaba el tamafio de particula, generando macroemulsiones en lugar de micro o
nanoemulsiones. De igual manera, sobre el potencial Z generd valores mas cercanos a
cero haciendo la emulsién mas propensa a coagulacion y, aumentd los costos de la
formulacién del producto. No obstante, el valor mas cercano de PDI se dio cuando la

concentracion del LSO era del 2%.

Las mejores condiciones de estabilidad de la emulsion se dan a un tiempo de sonicacion
de 10 min, a una concentracion de destilado del 1% y sin adiciéon de LSO, con los cuales
se obtuvo un tamano de particula, un potencial Z, un indice de polidispersidad y un costo

de formulacion de 28.64 nm, -49.9 mV, 0.366 y 7.6 USD/kg, respectivamente. El analisis
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de estabilidad de la microemulsién durante 18 dias a diferentes temperaturas (4°C, 20°C,

30°C y 40°C) demuestra que es adecuada para la manufactura de bebidas tipo “Soft Drink”.

La emulsion en la bebida tuvo unos resultados de estabilidad (tamafo de particula, indice
polidispersidad y potencial Z) acordes a los parametros encontrados de bebidas tipo “Soft
Drink”, lo que demuestra que el ingrediente tiene potencial de aplicacién en esta industria.
Adicionalmente, las bebidas demuestran tener estabilidad en el tiempo, lo que facilitaria su
posible comercializacion y transporte a diferentes regiones del mundo. No obstante, se
recomienda realizar evaluaciones microbiolégicas y sensoriales, para determinar si
cumplen con los parametros legales de inocuidad y validar que es un producto que tiene

buena aceptacion por los consumidores.

El ingrediente desarrollado en esta investigacion cumple con las condiciones de estabilidad
para ser comercializado como materia prima o como bebida lista para consumir, no
obstante, se recomienda hacer estudios de microbiologia para asegurar que cumpla con
la reglamentacion y estandares de consumo. Respecto al mercado colombiano, el producto
tiene potencial para lo cual deberian realizarse los analisis requeridos de higiene y de
normatividad, con el fin de comercializarlo eventualmente como ingrediente activo para
exportacion directa o para aplicacién en bebidas lista para preparacion (RTDs) que sean

también exportadas.

Aunque en Colombia aun no es permitido la venta de CBD en productos alimenticios, la
CBD-ME por las caracteristicas de estabilidad obtenidas también tiene gran potencial para
ser usada en farmacia, ya que al ser acuosa tiene mayor biodisponibilidad. No obstante,
se recomienda realizar analisis microbiol6gicos y sensoriales ya que en este estudio solo

se realizo analisis fisicos de estabilidad.
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7.Anexos

Anexo 1. Productos académicos generados

e Participaciéon con ponencia oral en el XIX Congreso Colombiano de Quimica

celebrado en Bogota (Colombia) en el mes de octubre, con la ponencia titulada

Desarrollo de un Ingrediente con Cannabinoides para la Industria de Bebidas Tipo
“Soft Drink”.

e Se envio el manuscrito a la revista British Food Journal titulado Formulation and

stability of Cannabidiol microemulsions and their application in flavored water

Beverages

Anexo 2. Estabilidad de las bebidas en términos de Z-ave, PDI, ZP y pH.

Corridas Z-ave PDI ZP pH
1 35,1 0,166 -27,2 3,11
2 35,46 0,175 -28 3,09
3 35,19 0,167 -25 3,03
4 35,61 0,161 -28,2 2,71
5 35,73 0,174 -27,6 2,72
6 35,88 0,164 -28,2 2,73
7 35,7 0,155 -27,9 2,75
8 36,12 0,173 -29,6 2,76
9 35,93 0,17 -29,4 2,76
10 34,58 0,174 -29 3,15
11 34,54 0,153 -29,4 3,13
12 34,33 0,171 -30,1 3,05
13 34,72 0,16 -26,5 2,52
14 34,99 0,165 -26,8 2,53
15 35,17 0,163 -28,6 2,5
16 36,03 0,184 -26,6 2,45
17 34,92 0,16 -28,1 2,52
18 35,3 0,176 -27,4 2,45
19 34,1 0,168 -29,1 3,1
20 33,97 0,162 -28,8 3,06
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54

33,99

34,7
34,85
34,95
35,09
35,08
35,06
35,46

36,3
35,46
35,69
35,85
35,78
37,15
36,20
36,81
34,72
34,66
34,47
35,56
35,44
35,54

35,8
35,68
35,68
33,83
34,23
34,28
34,62
34,54
34,65
34,98
35,23
35,00

0,17
0,169
0,181
0,175
0,177
0,173
0,184
0,167
0,194
0,167
0,161
0,169
0,165
0,191
0,175
0,185
0,171

0,17
0,165
0,164
0,159
0,152
0,166
0,158
0,152
0,162
0,163
0,175
0,164
0,166

0,18
0,184
0,174
0,169

3,06
2,64

2,6

2,6
2,63
2,61
2,56
2,92
2,86
2,88
3,11
3,15
3,13
3,12
3,15
3,16
3,03
3,04
2,94
3,09

3,1
3,11
3,27
3,25
3,22
3,06
3,03
2,98
3,07
3,02
3,05
3,06
3,08
3,03




