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RESUMEN

El estudio de estabilidad del aceite microencapsulado y sin microencapsular se
realizd por el método de vida de estante a las temperaturas de 2-8 °C, y temperatura
ambiente, respectivamente, durante doce meses. Los pardmetros analizados al pool
de aceite fueron: caracteristicas organolépticas, indice de acidez, peréxido, saponi-
ficacion, contenido de vitamina A y conteo microbiol6gico. Mientras que al aceite
microencapsulado se le evaluaron las caracteristicas organolépticas, la eficiencia de
encapsulacién, contenido de humedad, aceite superficial, contenido de vitamina A
y conteo microbioldgico. Los resultados evidenciaron una disminucién superior al
5% en el contenido de vitamina A en el aceite sin microencapsular, a diferencia del
aceite microencapsulado. Se logré el enmascaramiento del olor intenso a pescado, y

los restantes pardmetros evaluados se encontraron dentro de los limites establecidos.
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El accite de higado de tiburén microencapsulado resultd estable fisica, quimica y
microbiolc’)gicamente por doce meses, mientras que el aceite sin microencapsular
solo seis meses. El proceso de microencapsulacion no solo mejord sus caracteristicas
organolépticas, sino también favorecié su estabilidad lograndose un mayor periodo
de vida ttil.

Palabras clave: pool de aceite de higado de tiburdn, aceite microencapsulado, vita-
mina A, estabilidad.

SUMMARY

Stability of microencapsulated shark liver oil vs pool oil

A stability study was carried out for microencapsulated and non-microencapsulated
oil by applying the shelf-life method at temperature ranges of 2 to 8 °C, and ambient
temperature, respectively, for a period of 12 months. The analyzed parameters in the
case of pool oil were: organoleptic characteristics, acidity index, peroxide, saponi-
fication, vitamin-A content and microbiological count. For microencapsulated oil,
the following parameters were evaluated: organoleptic characteristics, capsulation
efficiency, humidity content, superficial oil, vitamin-A content and microbiological
count. The stability study for non-microencapsulated oil proved that there was a
decrease of over 5% in vitamin-A content, when compared to microencapsulated oil.
The intense fish smell was properly masked and the remaining evaluated parameters
were within established limits. Microencapsulated shark liver oil turned out to be
physically, chemically and microbiologically stable for a period of 12 months, while
non-microencapsulated oil remained stable for only 6 months. The microencapsula-
tion process not only improved the oil’s organoleptic characteristics, but it also made

it more stable, allowing for a longer shelf life.

Key words: shark liver oil pool, microencapsulated oil, vitamin-A, stability.

INTRODUCCION

El secado por aspersion es un proceso muy ttil para la encapsulacién de fragancias, acei-
tes y saborizantes. El principio del secado por aspersion es la producciéon de un polvo
seco por medio de la atomizacién de una emulsién en una corriente de aire caliente
en una cdmara de secado. El agua se evapora instantaneamente, permitiendo que el
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material activo presente en la emulsién, quede atrapado dentro de una pelicula de mate-
rial encapsulante [1, 2]. Para la obtencion de microcdpsulas, a través de este método,
pueden ser empleados liquidos o sélidos como fase interna [3]; ingredientes farma-
céuticos activos (IFA) solubles o insolubles en agua, sensibles o resistentes al calor, asi
como polimeros hidrofilicos o hidrofébicos [4, 5]. Entre sus aplicaciones farmacéuticas
pudiera mencionarse la obtencidn de ingredientes activos, que pudieran constituir por
si mismos una forma farmacéutica o bien ser utilizados en la elaboracién de formas
farmacéuticas secundarias, asi como excipientes [1, 2].

Los polimeros solubles en agua como la goma arabiga y maltodextrina, derivados del
almidén y gelatina hidrolizada son empleados como material de cubierta [6-8]. Los
almidones modificados y la goma arédbiga no forman soluciones de alta viscosidad, por
lo que son fécilmente atomizables. El agua es el disolvente més favorable en los proce-
sos de secado por aspersion debido a que los solventes orgénicos son tdxicos y originan
problemas medioambientales [9].

La combinacién de polimeros maltodextrina y goma ardbiga ha sido utilizada
como encapsulante de sustancias de naturaleza lipidica como aceites fijos, aceites
volétiles y vitaminas, resultando adecuada por su garantia en la proteccién de los

mismos [1, 10, 11].

El higado del tiburén se utiliza para la obtencién de aceite el cual es rico en vitamina A,
obteniéndose esta naturalmente. Este aceite constituye una importante fuente natural
de otras vitaminas liposolubles como la D y E, y dcidos grasos saturados e insaturados,
en comparacién con otros aceites de origen marino.

Estudios previos han demostrado la presencia de las vitaminas A, D y E en el poo/ de
aceite de tiburones costeros de Cuba, resultando la vitamina A su componente mayori-
tario, asi como diferentes 4cidos grasos [12-15].

Las vitaminas son sustancias muy sensibles a factores como la luz, la temperatura,
la presencia de oligoelementos y bisulfitos, o el tipo de material del envase utilizado

[16-18].

Para lograr una mayor estabilidad de las vitaminas presentes en el poo/ de aceite de
higado de tiburdn, se realizé la microencapsulacién del aceite, empleando goma
arabiga y maltodextrina como agentes encapsulantes, a través del método de secado
por atomizacion.

La estabilidad de los productos farmacéuticos representa un importante eslabén en el
desarrollo y formulacién de toda forma terminada. De esta manera se pueden definir
las condiciones de almacenamiento en el envase propuesto y establecer la vida util del
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producto farmacéutico. Los estudios de estabilidad contemplan la conservacién de la
potencia, pureza, caracteristicas organolépticas y su efectividad [19, 20].

El presente trabajo tiene como objetivo realizar el estudio de estabilidad, durante doce
meses, del poo/ de aceite de higado de tiburén y del aceite microencapsulado obtenido
mediante el método de secado por atomizacidn.

METODOLOGIA

Productos quimicos y reactivos

La sustancia de referencia quimica de vitamina A acetato fue suministrada por el
Grupo de Sustancias de Referencias del CIDEM (Centro de Investigacion y Desarro-
llo de Medicamentos) (Cuba). El resto de los reactivos y soluciones fueron de calidad
analitica (Merck, Alemania). El poo/ de aceite de higado de tiburén fue suministrado
por el Centro de Investigaciones Pesqueras (CIP) (Cuba). La microencapsulacion del
pool de aceite de higado de tiburdn fue desarrollada por medio de un proceso de secado

por aspersion en el Grupo de Materias Primas del CIDEM (Cuba).

El pool de aceite de higado de tiburén fue envasado en frascos de vidrio 4mbar de 250
mL de calidad hidrolitica II, con tapas de polipropileno de 28 mm; mientras que el
aceite microencapsulado en bolsas dobles de polietileno de baja densidad selladas y

protegidas de la luz.

Estudio de estabilidad del poo/ de aceite de higado de tiburén

Los tres lotes seleccionados se almacenaron a temperatura de 2-8 °C; valordndose al
inicio, 3, 6, 9 y 12 meses. La determinacién de los pardmetros fisicoquimicos se rea-
liz6 segtin lo descrito en la farmacopea de los Estados Unidos USP 35 [20], métodos
generales para grasas y aceites fijos, y las especificaciones de calidad establecidas para el
pool de aceite [15]. En todos los casos, las determinaciones se realizaron por triplicado.
Los pardmetros considerados fueron caracteristicas organolépticas, indices de acidez,
saponificacion y perdxido.

La cuantificacién de la vitamina A se realiz6 por un método de cromatografia liquida
de alta resolucién previamente validado [13, 15]. Las condiciones cromatogréficas fue-
ron las siguientes: columna Lichrosorb RP-18 (5 um) 250 - 4 mm (Merck, Alemania),
fase mévil de metanol - agua (90:10) v\v, velocidad de flujo de 1,0 mL/min y longitud
de onda de 325 nm. El procedimiento se realizé en un cromatégrafo liquido de alta
resolucién (Merck); integrador Shimadzu modelo CRD 8AV; detector UV (longitud

de onda variable) Knauer; bomba Knauer K-1001; Interface Box Knauer.
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La preparacion de la sustancia de referencia se realiz6 pesando con exactitud 15,1 mg
de patrén de vitamina A acetato, disolviéndolo en 10 mL de solucién de hidréxido de
potasio metanélico (KOH met) 0,5 N en un frasco volumétrico de 25 mL. La disolu-
cién resultante se enrasé con solucién de KOH met.

Se pesé un 1 gdel pool de aceite de higado de tiburdn, se le adicionaron 35 mL de eta-
nol absoluto, 10 mL de KOH al 50% y 25 mg de hidroquinona, los que se calentaron
a reflujo 30 minutos. Posteriormente se adicionaron 40 mL de agua destilada y 50 mL
de una mezcla de éter dietilico/n-hexano (1:1). A la fase acuosa se le realizaron cinco
extracciones, tomdndose inicamente la fase organica, lavando cuatro veces con 50 mL
de agua acidulada. Se adicionaron 2 g de Na,SO, anhidro, concentrando a sequedad en
un rotoevaporador Buchi 461 RE 101 (Suiza). Se redisolvié en 25 mL de solucién de
KOH Met 0,5 N, inyectandose 20 pL.

Estudio de estabilidad del poo/ de aceite de higado de tiburén microencapsulado

Tres lotes del pool de aceite de higado de tiburén microencapsulado se almacenaron a
temperatura ambiente (30 + 2 °C; 70 + 5% de humedad relativa); valordndose al ini-
cio, 3, 6,9y 12 meses. La evaluacion del aceite microencapsulado incluyé los siguientes
pardmetros fisicoquimicos:

Caracteristicas organolépticas: a partir de la inspeccidn visual de las muestras se evalué
la forma y apariencia de las microcépsulas [11, 21].

Pérdida por desecacion: se pesd la muestra en un pesafiltro de 15 mL en una balanza ana-
litica Sartorius R 200 D (Alemania), y se secé en un horno Heraeus UT 6060 (China)
a 105 °C hasta peso constante. El procedimiento se realizé hasta que la diferencia de
peso entre las dos tltimas pesadas tuviera la exactitud requerida (< 0,0002 g), indi-
cando peso constante [11, 20, 21].

Contenido de aceite libre o superficial: se realizé por el método de Soxhlet, empleando
éter de petréleo de calidad para andlisis (p.a) (Merck, Alemania) con un intervalo de
ebullicion de 60 2 80 °C. Se pesé la capsula de extraccion vaciay el dedal de celulosa con
la muestra en balanza analitica. El proceso de extraccidn se realiz6 a una temperatura de
100 °C, pasando por las etapas de preextraccion en disolvente caliente, enjuague y recu-
peracion del disolvente. Posteriormente se secé a 96 °C durante 30 min en el horno.
Se enfrié hasta temperatura ambiente en una desecadora con silica gel e indicador de
humedad, y se pesé en balanza analitica [11, 21]. El procedimiento se realizé por tripli-
cado. Para el calculo se empled la expresion siguiente:
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Aceite libre (%) = A-B

'100]

Donde:

A: masa de la cdpsula con el aceite superficial después del proceso de extraccién (g); B:
masa de la cdpsula vacia (g); C: masa de la muestra pesada en el dedal antes del proceso
de extraccion (g).

Eficiencia de encapsulacion: se calcul6 a partir del contenido de aceite total teérico y los
datos de la determinacién del aceite superficial, segin la expresion siguiente [11, 21]:

Eficiencia de encapsulacion (%) = [(% total — % libre) / % total] ¢ 100

Contenido de la vitamina A: se determiné a través de un método de cromatografia
liquida de alta resolucion previamente validado [22], considerando la carga de lipidos
en el aceite microencapsulado y la cantidad de aceite microencapsulado, equivalente a

1 g de aceite de higado de tiburén.

La preparacion de la sustancia de referencia se realizé de forma similar a lo descrito
para el pool de aceite. En el caso de la muestra, se pesé una cantidad de aceite micro-
encapsulado equivalente a 1 g de aceite de higado de tiburdn, y se realizé el resto del
procedimiento igual a lo descrito para el pool de aceite.

Los resultados del contenido de vitamina A del aceite microencapsulado y sin microen-
capsular, a tiempo inicial y final (doce meses), se analizaron estadisticamente (software
Statgraphics Plus versién 5.1 —1994-2001— vy Statgraphics Centurion XV versién
15.2.05 StatPoint, Inc.) mediante el andlisis de varianza y de un Anova doble.

La estabilidad microbiolégica del poo/ de aceite de higado de tiburén y el aceite micro-
encapsulado se determind a través del conteo diferencial de bacterias (CB) y hongos
(CH) al inicio y a los doce meses, empleando el método general de conteo microbiano
para productos no estériles [20].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del estudio de estabilidad del poo/ de aceite de higado de tiburén por vida
de estante, con evaluaciones periddicas durante doce meses, se resumen en la tabla 1.

39



Caridad Garcia, Mirna Ferndndez, Mirta Castifieira et al.

Tabla 1. Estudio de estabilidad* del poo/ de aceite de higado de tiburén.

; Lotes
Parametros Tiempo Limites
(meses) 1 2 3
0 Responde Responde Responde
3 Responde Responde Responde Liquido
Caractel:nst?cas 6 Responde Responde Responde amar.lllo intenso
organolépticas con ligero olor a
9 Responde Responde Responde pescado
12 Responde Responde Responde
0 0,67(0,02) 0,89(0,04) 1,12(0,04)
fndice de acidex 0,69(001) | 080(0,03) | 1,15(0,02)
(mg KOH/g 6 0,72(0,04) 0,92(0,01) 1,20(0,02)  |No mds de 1,48
muestra) 9 0,75(0,02) 0,93(0,01) 1,25(0,01)
12 0,79(0,03) 0,96(0,02) 1,28(0,01)
0 4,88(0,08) 3,45(0,09) 5,06(0,05)
fndice de peréxido 4,95(0,05) 3,56(0,08) 5,19(0,08)
(meq oxigeno/g 5,12(0,04) 3,70(0,05) 5.27(0,05) 2,69 - 6,84
muestra) 9 5,31(0,02) 3,82(006) | 5.37(0.04)
12 5,42(0,06) 3,94(0,06) 5,54(0,04)
0 | 16631(0,07) | 186,07(0,06) | 18699(0,08)
Indice de 166,27(0,06) | 185,97(0,06) | 186,87(0,07)
saponificacién )
(o KOH/s 166,25(0,08) | 185,94(0,07) | 186,91(0,07) |129.47-21537
muestra) 166,21(0,07) | 18596(0,05) | 186,82(0,04)
12 166,27(0,05) 185,83(0,06) | 186,72(0,09)
0 | 24558(025) | 35462(0,11) | 243,17(0.40)
Contenido de 243,56(0,12) 346,28(0,20) 242,56(0,28) No menos de
vitamina A 241,55(0,30) 345,54(0,15) 240,26(0,30) | 31,49 ug/gde
232,98(0,41) | 329,45(0,10) | 231,23(0,25) aceite
12 218,78(0,29) | 312,45(0,25) | 215,26(0,15)
0 Cumple Cumple Cumple CB: <104
UFC/g
Conteo CH: <103
microbiolégico 12 Cumple Cumple Cumple UFC/g

Ausencia de
patdgenos

* Media (desviacién estandar).
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Las caracteristicas organolépticas, indices de acidez, peréxido y saponificacion del pool
de aceite se encuentran dentro de los limites establecidos; similar comportamiento se
observé con el conteo microbioldgico [15]. Sin embargo, el contenido de vitamina en
los tres lotes disminuyé en mds de un 5%, respecto al valor inicial, por lo que se con-
sideré un cambio significativo derivado de las condiciones de almacenamiento estu-
diadas [19]. Los indices de acidez y peréxido aumentaron ligeramente, en el rango de
especificacion establecido para cada caso. En general, los pardmetros restantes, aunque
mostraron ligeras variaciones, se mantuvieron dentro de los limites de especificacién
para cada caso.

En la ejecucion de los estudios de estabilidad de productos farmacéuticos se considera
un cambio significativo una disminucién del contenido mayor al 5% [19], por lo que
la vitamina A presente en el poo/ de aceite, bajo las condiciones de estudio ensayadas,
se degradd. Estos resultados se deben a que al aumentar el indice de acidez y perdxido
existe un mayor contenido de dcidos libres presentes en el aceite, lo que trae consigo
una disminucién del pH en el aceite. Como la vitamina A es inestable a pH 4cidos
provoca la disminucién de su contenido [16-18].

A través del procesamiento estadistico realizado para los contenidos de vitamina A obte-
nidos a tiempo inicial y a los doce meses, se demostrd que existia homogeneidad entre las
varianzas para los tres lotes de poo/ de aceite, con valores de p > 0,05 (lote 1 p = 0,4686,
lote2 p=10,3012 y lote 3 p = 0,1685). El andlisis de la influencia del tiempo (inicial y doce
meses) y de los lotes sobre la valoracion de la vitamina A, demostré que la disminucion del
contenido de vitamina, como resultado del almacenamiento del poo/ de aceite a temperatura
ambiente, fue estadisticamente significativa con valores de p < 0,05 (influencia del lote p=
0,0000, influencia del tiempo p = 0,0000), para un 95% de confianza. Estos resultados se
consideran l6gicos teniendo en cuenta la inestabilidad de las vitaminas y la disminucién
de su contenido como consecuencia del estudio de estabilidad.

Por tanto, se establecieron seis meses como periodo de validez del poo/ de aceite de
higado de tiburdn, en el cual se mantuvieron sus propiedades fisicas, quimicas y micro-
biolégicas en el envase y condiciones de almacenamiento evaluadas.

A partir de estos resultados y con el objetivo de aumentar la estabilidad del poo/ de aceite,
se realiz6 su microencapsulacion a través del método de secado por aspersién, empleando
como agentes encapsulantes la goma arabiga y la maltodextrina [10, 11, 21].

En la tabla 2 aparecen los resultados del estudio de estabilidad realizado al aceite micro-
encapsulado, envasado en bolsas dobles de polietileno de baja densidad selladas, pro-
tegidas de la luz y almacenadas a temperatura ambiente (30 + 2 °C) y 70 + 5% de
humedad relativa.
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Tabla 2. Estudio de estabilidad* del poo/ de aceite de higado de tiburén microencapsulado.

, Tiempo Lotes L.
Parametros Limites
(meses) 12001 12002 12003
0 Responde Responde Responde
. 3 Responde Responde Responde  |g41:40 de color blanco
Caractel:lstfcas 6 Responde Responde Responde o amarillo claro
organolépticas
9 Responde Responde Responde
12 Responde Responde Responde
4,3(0,13) 4,5(0,30) 4,6(0,18)
. 45(027) | 4,8(027) 4,6(0,27)
Pérdida Ror Menos de 10%
desecacién 4,5(0,15) 4,7(0,20) 4,4(0,30)
46(020) | 4,9(0,28) 4,9(0,25)
12 48(025) | 4,6(020) 4,7(0,25)
0 76,1(1,20) 77,1(1,12) 77,7(1,27)
Eficienciade | 3 76,1(1,02) | 77,1(1,20) | 77,5(1,16)
encapsulacion 6 75,9(1,18) 76,9(1,19) 77,3(1,19) No menos de 70%
75,7(120) | 768(125) | 77.2(1,20)
12| 756(115) | 766(1.20) | 77.1(1,14)
7,16(1,40) | 6,86(1,24) | 6,70(1,36)
7,18(1,37) 6,88(1,34) 6,74(1,25)
Aceite 7,14(126) | 7.23(1,30) | 727(1,34) | Nomisde 15%
superficial
7,12(122) | 7.22(127) | 7.26(1,32)
12| 7,11(1,30) | 7.20(1.25) | 7.25(1,28)
0 | 200,6(0,15) | 201,6(020) | 199,7(0,22)
200,3(0,24) | 201,3(0,17) | 199,3(0,19)
Contenido de 1987(020) | 1987(0,15) | 196:8(0,17) | o menosde3149
vitamina A ug/g de aceite
196.2(0,14) | 196,2(0,23) | 193,7(0,12)
12 195,8(0,11) | 194,8(0,22) 191,3(0,13)
0 Cumple Cumple Cumple CB: <104 UFC/g
. C‘;’.’T? . CH: < 103 UFC/g
ficrobrologico 12 Cumple Cumple Cumple Ausencia de patdgenos

* Media (desviacién estandar).
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La microencapsulacién es una técnica que se ha aplicado para preservar o proteger
numerosos ingredientes. Puede considerarse una forma especial de empacar materiales
solidos, liquidos y gaseosos en miniatura. El material, en particular, puede ser cubierto
de manera individual para protegerlo del ambiente, de la reaccién con otros com-
puestos o para impedir que sufra reacciones de oxidacién debido a la luz o al oxigeno.
Protege del ambiente a sustancias s6lidas o liquidas, divididas en pequefias particulas
o gotas, recubriéndolas con una pelicula de carbohidrato u otro material polimérico
(pared) [1, 2]. Una de las grandes ventajas de este proceso, en comparacién con otros
métodos de microencapsulacion, ademas de su simplicidad, es que es apropiado para
materiales muy voldtiles y sensibles al calor, ya que el tiempo de exposicién a tempera-
turas elevadas es muy corto [10].

Se observa que los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites estableci-
dos y la disminucién del contenido de vitamina A en el tiempo fue inferior al 5% [19],
demostridndose la mayor estabilidad del aceite microencapsulado en comparacién con
aquel sin microencapsular. Ademds, se mejoraron sus caracteristicas organolépticas en
cuanto al olor intenso a pescado.

Las pérdidas por desecacion estuvieron por debajo del 10% considerdndose satisfacto-
rios los resultados [20], sin manifestaciones de deterioro en el tiempo estudiado, lo que
es de gran importancia para una materia prima natural para uso farmacéutico.

Los valores de eficiencia de encapsulacién se mantuvieron por encima del 70%, deno-
tando un comportamiento estable en el periodo evaluado, lo cual es una medida de
la integridad de la estructura de las microcdpsulas. Igualmente, los valores de aceite
superficial demuestran que la envoltura lograda por la combinacién de los polimeros
utilizados impide la exudacién del aceite hacia el exterior, denotando la integridad de la
estructura de las microcdpsulas.

A través del procesamiento estadistico realizado para los contenidos de vitamina A, en
el tiempo se demostré que existia homogeneidad entre las varianzas para los tres lotes
de pool de aceite microencapsulado, con valores de p > 0,05 (lote 1 p = 0,640, lote 2 p
=0,2748 y lote 3 p = 0,7630). Los valores de p < 0,05 (p = 0,0000 para la influencia del
lote y p = 0,0000 para la influencia del tiempo) demostraron que ambos factores tienen
influencia significativa sobre el contenido de vitamina A, como resultado del almace-
namiento del poo/ de aceite microencapsulado a temperatura ambiente, para un 95%
de confianza. No obstante a ello, desde el punto de vista de la calidad quimica, como
la disminucién del contenido de vitamina A en el tiempo fue inferior al 5% [19], y se
encuentra en el limite establecido, se considera que el aceite microencapsulado es esta-
ble en las condiciones de envase y almacenamiento estudiadas. Por tanto, se evidencié
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la utilidad del procedimiento de microencapsulacién por spray drying como alternativa
tecnoldgica para aumentar la estabilidad de la vitamina A presente en el poo/ de aceite

de higado de tiburén.
CONCLUSIONES

El pool de aceite de higado de tiburén microencapsulado, a través de un proceso de
secado por asperion, result6 estable fisica, quimica y microbiolégicamente durante
doce meses; mientras que el aceite sin microencapsular solo fue estable por seis meses.
El proceso de microencapsulacion no solo mejoré sus caracteristicas organolépticas,
sino que también favoreci6 la estabilidad de la vitamina A contenida en el aceite.
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