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RESUMEN EJECUTIVO

En Ecuador, las industrias de las curtiembres forman parte activa de la economia
circular, sin embargo, también han generado diversas preocupaciones ambientales
debido a las grandes cantidades de desechos solidos generados. Entre ellos la grasa
procedente de la carnaza residual; que generalmente son enviados a verteros, por lo

que, evaluar un método de conservacién es crucial para la gestion de residuos.

Bajo la linea de investigacion de Produccion Agroalimentaria y medioambiente, se
llevd a cabo la caracterizacion inicial de la grasa, la elaboracién de un método de
conservacion en la cual se utilizé tres concentraciones de un aceite esencial, y cuya
capacidad antioxidante y antimicrobiana se evalu6 mediante parametros

fisicoquimicos y microbiologicos, junto con pruebas de estabilidad oxidativa.

Los resultados iniciales mostraron valores de humedad, indice de acidez, indice de
perdxidos e indice de saponificacion dentro de los parametros de la normativa INEN
1313:2012. En cuanto al método establecido los resultados del anélisis de varianza
revelaron que tanto tiempo de almacenamiento como la concentracion de aceite
esencial de romero son factores que afecta la calidad de la grasa. Los resultados de la
prueba de estabilidad oxidativa corroboraron que el mejor tiempo de conservacion es
de 700 ppm con 2397 dias de vida util, pero con un costo-beneficio mayor al luctanox
LG. Finamente, los resultados de las pruebas microbiol6gicas mostraron datos por

debajo de los limites establecidos en normas nacionales e internacionales.

Palabras Clave: Biotecnologia ambiental, gestion de residuos, carnaza bovina,

curtiembres, aceites esenciales, alimentacion animal, conservacion de alimentos.
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ABSTRACT

In Ecuador, tannery industries actively participate in the circular economy; however,
they have also raised environmental concerns due to the significant amounts of solid
waste generated, including fat from residual leather trimmings, which is typically sent
to landfills. Therefore, evaluating a conservation method is crucial for waste

management.

Under the research line of Agri-food Production and the Environment, the initial
characterization of the fat was carried out, and a conservation method was developed
using three concentrations of an essential oil. Its antioxidant and antimicrobial capacity
was assessed through physicochemical and microbiological parameters, along with

oxidative stability tests.

The initial results showed values for moisture, acidity index, peroxide index, and
saponification index within the parameters of the INEN 1313:2012 standard.
Regarding the established method, the analysis of variance results revealed that both
storage time and the concentration of rosemary essential oil are factors affecting fat
quality. The results of the oxidative stability test confirmed that the optimal
conservation time is at 700 ppm with a shelf-life of 2397 days, but with a higher cost-
benefit compared to Luctanox LG. Finally, the microbiological test results indicated

values below the limits set by national and international standards.

Keywords: Environmental biotechnology, waste management, bovine flesh, tanneries,

essential oils, animal nutrition, food preservation.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos
1.1.1 Situacion medioambiental por parte del sector del cuero

El sector del cuero opera mediante la utilizacion sustancial de insumos quimicos, agua
y energia en el proceso de transformacion de piel cruda en cuero, se estima que sélo el
20% de la materia prima se convierte en producto terminado; mientras que el 80%
restante se desecha como residuos solidos y liquidos (Jiang et al., 2016). A nivel
global, muchas empresas de curtido se enfrentan cada vez a crecientes presiones para
dar cumplimiento a las estrictas normas medioambientales. En paises como Alemania,
Francia, Estados Unidos, han implementado procesos considerados amigables con el
medio ambiente (Flores & Brito, 2023), sin embargo, debido a las limitaciones de
capital, la mayoria de las empresas de curtido en paises Brasil, Colombia, Ecuador
todavia enfrentan desafios para invertir en métodos de produccion respetuosos con el

entorno (Mozhiarasi et al., 2022).

En Ecuador, la gestion de politicas ambientales y la preservacion de los ecosistemas,
asi como el uso responsable de los recursos naturales, estan bajo la responsabilidad del
Ministerio del Ambiente (MAE). Asimismo, el Codigo Organico del Ambiente (COA)
representa la legislacién primordial que regula todas las cuestiones relacionadas con
la adecuada administracion ambiental (MAE, 2021) y conforme al COA,
especificamente en sus articulos 324 y 326, se establecen sanciones que varian en
funcién de la gravedad de la infraccion a las normativas ambientales. Estas sanciones
pueden oscilar de 1 hasta 200 salarios unificados, dependiendo de la naturaleza de la
infraccion cometida (COA, 2021).



En este contexto, tanto organizaciones internacionales como empresas han comenzado
a implementar medidas destinadas a reducir los impactos ambientales asociados al
sector del cuero. Estas reformas buscan reducir los impactos negativos no solo a nivel
nacional sino también a nivel global, haciendo que esta actividad se vuelva méas
compatible con la preservacion del ecosistema y mas respetuosa con el medio ambiente
(Mozhiarasi et al., 2022).

1.1.2 Industria del cuero en el Ecuador

En el Ecuador, las industrias de las curtiembres se ubican en su mayoria en la region
Sierra, principalmente en las provincias de Tungurahua (75,58 %), Imbabura (13,
19%), Azuay (4,27) y Cotopaxi (4, 01%) (Parada et al., 2018). Estas industrias
desempefian un papel de vital importancia en la economia del pais, se estima que cada
afio se procesan alrededor de 350 mil pieles de ganado vacuno (Flores & Brito, 2023).
La mayoria de esta demanda esta dirigida hacia el mercado interno, especificamente
en la industria del calzado, confecciones y marroquineria (Abril, 2018); mientras que,
el remanente de la produccion de cuero y pieles se exporta a diversos paises alrededor

del mundo.

Tungurahua, en particular, se destaca como una de las principales provincias en
términos de produccién de cuero a nivel nacional. Se estima que alrededor de 80
curtiembres, que abarcan desde grandes empresas hasta medianas y pequefias, estan
involucradas en esta actividad (Parada et al., 2018). En la ciudad de Ambato, el 40%
de la produccion de cuero proviene de empresas de gran envergadura que forman parte
del gremio conocido como ANCE (Asociacion Nacional de Curtidores del Ecuador).
Mientras que, el 60% restante es generado por pequefios y medianos productores
artesanales que operan maquinaria compartida (Corporacion de desarrollo de
Ambato y Tungurahua, 2022).



1.1.3 Proceso de produccion del cuero

Las pieles de animales son un producto de desecho de la industria alimentaria y la
materia prima para la produccién del cuero (Shahidi, F., & Hossain, A. 2022). La
piel bovina comprende tres capas esenciales: la epidermis, la dermis y la hipodermis,
esta Ultima compuesta mayoritariamente por tejido adiposo (Constantinescu et al.,
2018). La dermis, por su parte, se subdivide en tres capas que determinan distintas

calidades del cuero Figura 1.

Figura 1
Estructura de la piel bovina
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Fuente: Shahidi, F., & Hossain, A. (2022).

La composicion de la piel fresca se compone de un entramado de proteinas fibrosas
inmersas en un liquido acuoso que contiene proteinas globulares, grasas y diversas
sustancias minerales y organicas (Cunha et al., 2020). En la Tabla 1 se presenta una

aproximacion de la composicion de la piel fresca de vacuno.



Tabla 1

Composicién de una piel de vacuno

SUBSTANCIA Cantidad (%0)
Agua 64
Proteinas 33
Grasas 2
Substancias Minerales 0,5
Otras substancias 0,5

Fuente: Adaptada de Leather Producers' Association (UK)

El proceso de la transformacion de las pieles de origen bovino en cuero se lleva a cabo
mediante dos métodos, el primero utilizando sales de cromo y el segundo a bases de
agentes vegetales (Puhazhselvan et al., 2022; Vinicius et al., 2020). Cabe mencionar
que el 80% de las industrias de curtiembres se apoyan en el empleo de sales de cromo
en sus procesos de curtido (Ministerio del Ambiente del Ecuador, 2012). No
obstante, tanto el proceso de curtido con sales de cromo como en el proceso con

agentes vegetales siguen las etapas que se muestran en la Figura 2.



Figura 2

Flujograma del proceso de curtido y acabado del cuero
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e Etapa ribera (operaciones preparatorias)

En la etapa de ribera, las pieles se someten a una serie de pasos que incluyen la
eliminacién de suciedad, sangre, sal y pelos, la apertura de la estructura de colageno,
el descarne, el tratamiento con productos quimicos basicos y la subdivisién en granos
y hendiduras (Puhazhselvan et al., 2017). La subdivision en esta etapa es comun tanto
para la fabricacion de tapiceria como para el cuero destinado a la industria (Flores &
Brito, 2023)

e FEtapa de curtido

Durante el proceso de curtido, el colageno presente en las pieles se transforma en
cuero, protegiendo asi el colageno de la piel contra la accion de los microorganismos.
Para llevar a cabo el curtido, se pueden emplear diversos agentes curtientes, como la
zeologia, el cromo, el glutardialdehido (GDA), productos sintéticos o extractos

vegetales.

e Etapa de post-curtido o Wet-end

En la fase de post-curtido o wet-end, el cuero adquiere sus propiedades finales gracias
a la aplicacion de sintanos, engrasantes y tintes (Flores & Brito, 2023). Cada tipo de
articulo de cuero requiere productos de acabado humedo especificos y acciones

mecanicas particulares para obtener sus caracteristicas deseadas.

e Etapa de terminado o acabado

El acabado representa el Gltimo paso en la fabricacion del cuero, donde se aplican
diversos procesos para mejorar sus propiedades. En esta etapa, se utiliza una pelicula
final compuesta por varias capas con el fin de proteger el cuero, mejorar su rendimiento
y crear colores y patrones de moda segin las necesidades especificas del

producto(Puhazhselvan et al., 2022).



1.1.4 Tipos de residuos provenientes del proceso de curticion

En el caso de las curtiembres, la operacion del curtido del cuero llega a generar
aproximadamente el 80 % de desechos tanto solidos como liquidos procedentes de las
distintas etapas (OIT, 2019). De acuerdo con Flores & Brito, (2023) cuando se
procesa 1000 kg de cuero crudo, se obtienen 200 kg de cuero final, pero también se
generan 250 kg de residuos no curtidos, 200 kg de residuos curtidos y 50000 kg de
aguas residuales. Esto significa que solo el 20% del peso de la materia prima se

convierte en cuero.

e Residuos liquidos

El proceso de convertir pieles en cueros requiere de grandes cantidades de agua, se
estima que para procesar cada tonelada de piel cruda se ocupa entre 50 y 150 litros de
aguay, a su vez, se genera entre 30000 L y 50000 L al dia de agua residual (Verma
& Sharma, 2023). No obstante, cada etapa genera aguas contaminadas de distinta
naturaleza como materiales organicos, sustancias quimicas, metales pesados, trozos de

pieles, grasas entre otros mencionado en la Tabla 2.

Tabla 2

Compuestos quimico contaminantes presentes en efluentes liquidos de curtiembre.

Etapa Compuesto Descripcion
Pretratamiento Hidroxido de sodio Limpleza de pieles y eliminacion de
residuos

Pretratamiento Hipoclorito de sodio  Lavado y rehidratacion de la piel

Pelambre Sulfuro de sodio Remocion de pelo

Curtido Sulfato de cromo Agente de curtido del cuero

Desencalado Acido sulfarico Remocion de sustancias

Desencalado Acido clorhidrico Neutralizacion del agua y las pieles
Acido boérico Remueve la cal y restos de sulfuros

Nota. Elaboracion propia basado en los articulos(Flores & Brito, 2023; Priebe &
Gutterres, 2012; Verma & Sharma, 2023)



e Residuos solidos

Se trata de productos o subproductos residuales que incluyen elementos como el pelo

del animal, fragmentos de cuero, cal, sulfuros, trozos de piel, virutas cromadas, grasas,

polvo (Viguera, 2016). Se estima que, por cada 1000 kg de piel cruda,

aproximadamente 850 kg se convierten en residuos soélidos durante el proceso de

curtido del cuero, dejando solamente 150 kg de la materia prima que se transforma en

cuero (Vinicius et al., 2020). Las curtiembres generan considerables cantidades de

residuos sélidos, que se menciona en la Tabla 3.

Tabla 3
Residuos solidos generados en las distintas etapas de fabricacion del cuero.
) Cantidad ]
Etapa Residuos Contenido
presente %
Alto  contenido de
Pelambre Pelo 20-30 )
queratina
Gran contenido de grasa
Descarnado Carnaza 30-40 i
y proteina
Alto  contenido de
Dividido Restos de piel 20-25 coladgeno, elastina 'y
queratina
_ Alta concertacion de
Rebajado Wet-blue 8-12
cromo
Acabado Polvos de pulido 2-5 Material volatil toxico

Nota. Elaboracion propia basado en los articulos (Priebe & Gutterres, 2012).

e Carnaza. Lacarnaza procedente del proceso de descarnado representa entre el 50

-60 % de los residuos sélidos sin curtir, estad formado por restos de tejido adiposo,

conjuntivo y muscular. Los componentes principales de las carnazas incluyen



agua, proteinas, grasas y sales minerales. Ademas, las proporciones de estos
compuestos en las carnazas pueden variar significativamente segun la procedencia
de los cueros, lo que a su vez influye en los rendimientos de los diferentes

productos a obtener (Vinicius et al., 2020).

e Grasas (sebo). Se encuentran en abundancia como tejido graso que se adhiere al
lado carnoso del cuero. Durante el proceso de pelambre, experimentan una parcial
saponificacion en un medio alcalino, dando origen a una parte de valor del extracto
volatil del efluente total de curtiembre (Puhazhselvan et al., 2017). Su eliminacién
ocurre a través del proceso de descarne, el cual implica la eliminacion mecanica
tanto de la grasa natural como del tejido conectivo, ambos esenciales para las

etapas posteriores del proceso de curtido (Vinicius et al., 2020) .

1.1.5 Gestidn de los residuos sélidos de curtiembre

Las curtiembres generan cada afio un gran volumen de subproductos y productos
derivados de categoria 3 (bajo riesgo) no destinados al consumo humano (Vinicius et
al., 2020). Los residuos generados durante el proceso de descarne representan un
subproducto inevitable en la industria del procesamiento de cuero, lo que plantea un
importante desafio ambiental (Etemadian et al., 2021). Asimismo, la gestion de estos
desechos constituye un reto significativo para la industria del cuero, por lo que, en la
actualidad existen alternativas que permiten aprovechar estos residuos de manera

sostenible, reduciendo asi su impacto ambiental tabla 4.



Tabla 4

Aprovechamiento de residuos solidos de curtiembre.

Etapa Residuo Reciclaje
Pelambre Pelo Extraccion de queratina
Descarnado Sebo Materia prima para harinas y

balanceados

Descarnado Carnaza Materia prima para juguetes caninos
Dividido Restos de piel Produccion de biogas

Rebajado Wet-blue Elaboracion de pegamentos
Terminado Polvo de pulido  Hidrolizados de colageno

Nota. Elaboracion propia basado en los articulos: Flores & Brito, 2023; Piera, 2018; Vinicius
et al., 2020

La grasa o sebo posee un alto contenido de proteina y buena digestibilidad debido a
los &cidos grasos tanto palmitico como estearico que lo constituye, lo que lo hace
suficientemente apto para ser empleado como alimentacion para animales (Mcmurry,
2008). Estos componentes tienen una amplia gama de aplicaciones en la industria
alimentaria para animales, ya que proporciona nutrientes criticos en forma de &cidos

grasos que favorecen la absorcion de vitaminas liposolubles (Vinicius et al., 2020)

En el caso de los balanceados sus principales nutrientes incluyen proteinas (24%),
grasas (entre el 8-24 %), fibras (10%), vitaminas y minerales necesarios para mantener
la vida y optimizar el rendimiento del animal (Puhazhselvan et al., 2022). En las
harinas la presencia de grasa representa aproximadamente el 10-12% del sustituto de
proteinas en la dieta de aves y cerdos en crecimiento en la mezcla final del producto
(Gonzales, 2013). La presencia de grasa en estos alimentos mejora significativamente

la palatabilidad, la textura y la presentacion del alimento.
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1.1.6 Oxidacién lipidica

La oxidacion de lipidos involucra la reaccion del oxigeno con radicales libres. La
formacion de un peroxido ocurre mediante la eliminacion inicial de un atomo de
hidrégeno de un grupo metileno adyacente al doble enlace del acido graso insaturado
(Zamuz et al., 2022). La subsiguiente descomposicion de los hidroperoxidos genera
una variedad de compuestos de sabor volatiles y no volatiles como productos

secundarios de la oxidacion (Puhazhselvan et al., 2017).

Los lipidos pueden oxidarse tanto a través de procesos enzimaticos como no
enzimaticos, y mdltiples factores incluyendo la presencia de oxigeno, el grado de
insaturacion de los lipidos, la existencia de antioxidantes (Shahidi & Hossain, 2022),
asi como prooxidantes como el cobre y la lipoxigenasa, el tipo de envase, la exposicion
a la luz y la temperatura de almacenamiento, influyen en la velocidad de la oxidacion
de los lipidos (Mcmurry, 2008; Puhazhselvan et al., 2017).

Los acidos grasos saturados tienen enlaces simples a lo largo de las cadenas de
carbono, y estos acidos grasos saturados se pueden dividir en grupos segun la longitud
de la cadena de acidos grasos (Giriprasad & Goswami, 2013). Ademas, estos acidos
grasos pueden incorporarse en la dieta de los animales mediante la incorporacion de
grasa en el alimento para consumo animal. La grasa bovina contiene una alta cantidad
de &cido palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1n-9) y &cidos linoleicos
(C18:2n-6) (Bondioli et al., 2019). No obstante, los acidos grasos poliinsaturados, con
dos 0 mas sitios insaturados, pueden oxidarse, causando la pérdida de &cidos grasos
esenciales, la formacion de radicales libres y el desarrollo de sabores y aromas rancios
(Centinguil & Yardimci, 2008).
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1.1.7 Métodos de conservacién de la grasa

Los antioxidantes sintéticos como la etoxiquina (EQ), el hidroxitolueno butilado
(BHT), el hidroxianisol butilado (BHA) o la terc-butilhidroquinona (TBHQ) se
utilizan con frecuencia en las dietas tradicionales para ganado y aves de corral
(Kleinberg et al., 2019a). Los antioxidantes (AH) actuan tanto con los radicales de
los &cidos grasos como con los radicales libres de peroxido y su funcion principal
radica en atrapar los radicales libres que son los principales impulsores de la oxidacion
(Gan et al., 2022). Sin embargo, el uso de BHA y BHT como aditivos alimentarios
esta restringido en varios paises, ya que estos compuestos parecen tener un efecto

toxico para la salud del animal (Kleinberg et al., 2019a; Qi et al., 2023).

Los antioxidantes naturales, como los extractos de plantas o enzimas, representan una
opcion prometedora y econdmica para evitar la oxidacion de las grasas residuales de
origen animal (Chen et al., 2014; Hidalgo et al., 2019). Existe estudios que se han
centrado en materiales antioxidantes de origen vegetal, como fendlicos, flavonoides,
antocianinas, &cido clorogénico, licopeno, quercetina, catequinas, tocoferol, acido
cafeico, &cido ferulico, acido p-cumarico, acido protocatequiico, B-caroteno, vitamina
Cy E, carotenoides, miricetina, caronosina, kaempferol, zeaxantina, crisina, clorofila,
sesamol, acido rosmarinico, acido carndsico, carnosol y acido galico (Afaf & Jan,
2020; Kleinberg etal., 2019b; Qi et al., 2023; Symoniuk et al., 2022) . Los extractos
de origen vegetal pueden proporcionar alternativas naturales que pueden utilizarse en

la industria alimentaria en lugar de la conservacion sintética (Gonzales, 2013).

1.1.8 Propiedades antioxidantes y antimicrobianas del Romero

El romero (Rosmarinus officinalis L.), es una planta aromatica que se adapta muy bien
en suelos calcareos, arenosos y, que posee una valiosa fuente de compuestos fendélicos
que le confieren propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Gonzales, 2013). En el
caso de los aceites esenciales, los fenilpropanoides y terpenoides con caracteristicas

fendlicas también tienen actividades antioxidantes. Estos compuestos pueden actuar
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en la estabilizacion de radicales libres debido a que sus estructuras contienen un grupo
hidroxilo (—OH) en un anillo de benceno (Aguiar et al., 2023; Bampidis et al.,
2022a). De esta manera, pueden actuar transfiriendo el atomo de hidrégeno del grupo
OH al radical libre, como agentes reductores e inhibidores de oxigeno singlete, como

se muestra en la Figura 3

Figura 3
Accién antioxidante del carvacrol mediante la transferencia de un atomo de

hidrégeno del grupo OH.

O;N

Carvacrel Calour: violst

Nota. Estructuras obtenidas de Food technology and Biotechnology, por Aguiar et al., (2023)

La actividad antibacteriana del romero ha sido evaluada en diversos ensayos basados
en la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) o la Concentracion Minima Bactericida
(CMB). El romero contiene principalmente carvacrol (67.0%) y y-terpineno (15.3%),
los cuales son efectivos contra el desarrollo y crecimiento de cepas Gram negativas,
incluyendo Escherichia coli (Mezza et al., 2013; Nieto et al., 2018; Younes et al.,
2018). Segun Afaf & Jan, (2020) sostienen gque los componentes presentes en el
romero (Rosmarinus officinalis, L.), pueden actuar aumentando la permeabilidad de la
membrana, inhibiendo la absorcion de sustratos importantes para el crecimiento

microbiano e interfiriendo en el metabolismo celular.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar el proceso de conservacion de la grasa proveniente de los residuos de carnaza

de una curtiembre en Ambato

1.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar la grasa obtenida de la carnaza residual de una curtiembre con el

fin de evaluar sus condiciones iniciales.

Desarrollar un método de preservacion para la grasa extraida de la carnaza
residual, empleando un extracto de romero comercial como antioxidante

natural en sustitucion del luctanox LG.

Evaluar el crecimiento microbiano en las muestras con y sin antioxidantes,
aplicando criterios especificos conforme a las normativas nacionales e

internacionales.

Hipotesis

Hipotesis Nula

Ho: El proceso de conservacidn utilizando un extracto de romero comercial en
la grasa proveniente de los residuos de carnaza de una curtiembre en Ambato,
no presenta limites significativos de degradacion en comparacion al método de

conservacioén convencional.

Hipotesis Alternativa

H1: El proceso de conservacion utilizando un extracto de romero comercial en
la grasa proveniente de los residuos de carnaza de una curtiembre en Ambato,
si presenta limites significativos de degradacidén en comparacion al método de

conservacioén convencional.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1 Materiales

En el presente proyecto de investigacion, se utilizaron reactivos, materiales y equipos

de laboratorio que se detallan en las Tablas 5,6y 7

Tabla 5

Reactivos de laboratorio empleados

Reactivo Cantidad
Alcohol etilico 95% 5000 mL
Hidroxido de potasio 709
Fenolftaleina liquida 25 mL
Eter terc- butilometilico 600 mL
Agua destilada 5000 mL
Acido clorhidrico 200 mL
Acido acético glacial 500 mL
Cloroformo 250 mL
Yoduro de potasio 50 ¢
Solucién indicadora Almidon 10g
Tiosulfato de sodio 50g
Granallas de zinc 25¢
Floroglucinol 59
Agua peptonada 15¢
Agua peptonada bufferada 119
Rappaport-Vassiliadis 169
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Tabla 6

Materiales de laboratorio empleados

Material

Cantidad

Mortero

Embudo de decantacion

Pinza y soporte universal
Desecador

Espatula

Matraz Erlenmeyer 250 mL
Matraz Erlenmeyer 500 mL
Bureta graduada de 1 mL

Bureta graduada de 25 mL

Vaso de precipitacion 250 mL
Vaso de precipitacion 100 mL
Probeta de vidrio de 100 mL
Termometro

Pipetas volumétricas de 25 mL
Balones de aforo de 500 mL
Tubos de ensayo

Tubos de ensayo con tapa

Pera de succion

Gotero

Piceta

Pipeta de Mohr 1 mL

Varilla de vidrio

Botella &mbar con tapa de 100 mL
Botella &mbar con tapa de 500 mL
Botellas de autoclave (100-500ml)
Puntas para micropipetas
Micropipeta

Mechero

o B e N N N = = T N

[EEN
o

w Wk P PP EPE,WwwWw NN RS

1 caja
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Tabla 7

Equipos de laboratorio empleados

Equipo Cantidad
Estufa

[EEN

Balanza analitica
Balanza digital

Mufla

Bafio maria

Plancha de calentamiento
Balanza de humedad
Cocina

Agitador mecanico
Refrigerador

Céamara de flujo laminar
Vortex

Sorbona

Autoclave

L N T N S e e = T T T =N =

Nevera

2.2 Métodos

2.2.1 Caracterizacion de la grasa obtenida de la carnaza residual de una

curtiembre con el fin de evaluar sus condiciones iniciales

2.2.1.1 Toma y conservacion de las muestras de grasa

Las muestras de grasa fueron proporcionadas por una curtiembre ubicada en el parque
industrial de la ciudad de Ambato. La recoleccion de las muestras se realizd un martes
donde la empresa realiza el proceso de descarnado y coccion de carnaza y, como
resultado se obtiene la grasa o sebo. Se tomo aproximadamente 1 litro de muestra grasa

de un solo lote y se recogié en recipientes plasticos estériles, mismo que se etiquetaron
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con los datos correspondientes. Una vez recolectada la muestra se traslado a la planta
piloto de la Facultada de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, donde se

mantuvo en refrigeracion a una temperatura de 5 +2° C (INEN, 1973).

2.2.1.2 Determinacién de humedad

El porcentaje de humedad se determind segun la norma INEN 39, en la cual se tar6 los
crisoles de porcelana de 30 ml a una temperatura de estufa de 105°C durante 1 hora,
posteriormente se dejo reposar por 10 minutos, se pesé y se colocd 5 g de muestra. Los
crisoles se llevaron a la estufa y se repitio el proceso anteriormente mencionado hasta
mantener un peso constante y la diferencia de pesos entre dos secados consecutivos
sea inferior a 0.5 mg. El resultado se expresd en porcentaje de humedad mediate la
siguiente ecuacion 1 (INEN, 2009).

%humedad = 1;“‘_1\:: x 100  (Ecuacién 1)
Donde:
M = masa en gramos de la capsula con tapa

Ma = masa en gramos de la capsula con tapa y la muestra.

Mp = masa en gramos de la capsula con tapa y la muestra seca.

2.2.1.3 Determinacion del indice de acidez

El indice de acidez se determind bajo la norma INEN 38. Se inicié pesando 20 g de
muestra y se mezclé con 300 ml de la solucion neutralizada de alcohol-éter, luego se
afadio 2 gotas de solucion indicadora de fenolftaleina y se titul6 con la solucion 0.1 N
de hidroxido de potasio. Se alcanzd el viraje de color rosa aproximadamente 30
segundos y para el resultado se midi6 el volumen de la solucién gastada de hidréxido

de sodio empleando la ecuacion 2 (INEN, 1973a).
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56,1V.N

Indice de Acidez = (Ecuacion 2)
Donde:
| = indice de acidez del producto, en mg/g.

V = volumen de la solucion de hidréxido de sodio o de

potasio empleado en latitulacion, en cm?®,

Z
]

normalidad de la solucién de hidréxido de sodio o de potasio.

masa de la muestra analizada, en g.

2.2.1.4 Determinacion del indice de peroxidos

El indice de perdxidos se determin6 bajo la norma INEN 277. Se pes6 5 g de la
muestra, se filtrd y se transfirio a un matraz Erlenmeyer. Se preparé una solucion acido
acetico-cloroformo (3:2) y se afiadié a la muestra. Luego, se afiadié 0.5ml de la
solucion saturada de yoduro de potasio, se agitd y se adicion6 30 ml de agua destilada.
Posteriormente, se afiadio 0.5 ml de la solucion indicadora de almidon hasta liberar
todo el yodo de las capas de cloroformo y se titulé con 0.1 N de tiosulfato de sodio
hasta que el color azul desaparezca completamente. Se realizé un ensayo en blanco
con todos los reactivos sin la muestra y el resultado se calculé mediante la ecuacion 3
(INEN, 1978) .

I= % «1000  (Ecuacién 3)

Donde:
I = indice del peréxido en meq. de O por kilogramo del producto.
V = Volumen de la solucion de tiosulfato de sodio empleado en la
titulacion de la muestra, en cm?®.corregido del blanco).
N = Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio.
m

= Masa de la muestra analizada, en g.
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2.2.1.5 Determinacion del indice de saponificacion

El indice de saponificacion se realizé segun la norma INEN 40. En un balon de fondo
plano de 250 ml se afiadié 3 gramos de muestra junto con una cantidad aproximada de
25 ml de solucién etandlica de hidroxido de potasio. Luego, se conecto el refrigerante
de reflujo al balon de fondo plano y se hirvié la mezcla durante 60 min en bafio Maria.
En la mezcla caliente se agreg6é 1ml de fenolftaleina y se procedio a titular el exceso
de hidroxido de potasio con la solucion 0.5 N de &cido clorhidrico hasta que la
coloracién rosa desaparezca completamente y, su resultado se calculd6 mediante la
ecuacion 4 (INEN, 1973b).

i = 56,1(V;—V,)N

- (Ecuacion 4)

Donde:

i = indice de saponificacion del producto, en mg/g.

V2 = volumen de solucidn de acido clorhidrico o sulfurico empleado en la
titulacion de la muestra, en cm?.

V1 = volumen de solucion de &cido clorhidrico o sulfdrico empleado en la
titulacion del ensayo en blanco, en cm?®.

N = normalizacion de la solucion de acido clorhidrico o sulfarico.

m = masa de la muestra analizada, en g.

2.2.1.6 Determinacion del indice de rancidez

El indice de rancidez se determind bajo la Norma INEN 45. En un tubo de ensayo se
afiadié 10 ml de acido clorhidrico y 10 ml de la muestra de gasa fundida, se agitd
durante 30 segundos. Luego, se agregd 10 ml de la solucién al 0,1 % de floroglucinol
y se dejo reposar la mezcla durante 10 minutos. Se procedié a observar el color de la
capa acida y los resultados se reportaron de forma cualitativa; donde si la capa acida
presenta un color rojo, el resultado debe reportarse como positivo caso contrario, si el
color es amarillo, anaranjado o ligeramente rosado, debe reportarse como negativo

(INEN, 1973c). La presencia de color rojo indica el deterioro por rancidez Figura 4
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Figura 4

Diagrama esquematico para el analisis cualitativo del indice de rancidez
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2.2.2 Desarrollar un método de preservacion para la grasa extraida de la carnaza
residual, empleando un extracto de romero comercial como antioxidante natural

en lugar del luctanox LG

2.2.2.1 Preparacion de las muestras con antioxidantes

Para valorar el efecto antioxidante sobre la estabilidad oxidativa de la grasa, se preparo
tres muestras de grasa, la primera que es el control, en la que se agregé luctanox LG
en la dosis recomendada por el fabricante, la segunda muestra se agrego el extracto de
romero comercial segun indicaciones recomendadas por Gonzéles, 2013 & Qi et al.,
2023 y la tercera muestra sin conservantes.

2.2.2.2 Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto de romero en las

muestras de grasas

La actividad antioxidante se determind mediante ensayos de indice de acidez, indice
de perdxidos, indice de saponificacion e indice de rancidez de acuerdo con las normas
INEN 38, INEN 277, INEN 40 e INEN 45, respectivamente. Las mediciones se
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realizaronalos 0, 15, 30, 60 y 90 dias de almacenamiento y mantenidos en condiciones

ambientales

2.2.2.3 Ensayos de oxidacion acelerada en el equipo oxitest velp scientific

Para la evaluar la estabilidad oxidativa de grasa se empled el equipo de oxitest y las
metodologias modificadas de (Ruiz, 2022 ; AOACS, 1989). Donde se tomo 50 ml de
grasa y se coloco en un vaso de precipitacion de 100 ml junto con 0.005 gramos de
antioxidante natural. EI mismo proceso se repitié para la muestra con luctanox LG,
posteriormente la mezcla se agité cuidadosamente durante 10 minutos utilizando una

placa de agitacion y agitadores magnéticos, evitando asi la incorporacion de oxigeno

Para verificar que el equipo este completamente limpio, se utilizé alcohol etilico al
70% para limpiar las dos caAmaras de oxidacion del reactor. Seguidamente se colocd
los espaciadores y sobre los mismo el soporte de titanio que tuvo 5 £+ 0,03 gramos de
la muestra con y sin antioxidante previamente pesado, se ingresé los datos de
temperatura (90 °C, 100 °C y 110 °C) y presion 6 bares. Para la extrapolacion

matematicas se utilizo la siguiente ecuacion:

y=mx+c

Donde:

y = temperatura a la cual se somete el aceite a oxidacion en el Reactor Oxitest 80, 90
y 100 °C.

m = pendiente de la recta

x = periodo de induccidn, indice de estabilidad en horas. (Valor obtenido del Reactor
Oxitest)
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2.2.2.4 Analisis de datos

Todos los analisis se realizaron por triplicado. Se realiz6 un analisis de varianza
(ANOVA) mediante el programa MINITAB y la prueba de medias de Tukey (Anexo
6), con un nivel de confianza del 95%. Se utiliz6 un disefio experimental de bloques y
en todos los casos analizados, se consider6 un valor de p < 0,05como

estadisticamente significativo.

2.2.3 Evaluar el crecimiento microbiano en las muestras con y sin antioxidantes,
aplicando criterios especificos conforme a las normativas nacionales e

internacionales.
2.2.3.1 Recuento de enterobacterias

Para el recuento de enterobacterias se emple6 la norma AOAC 2003.01. Primero se
limpio con alcohol al 70% la superficie de la mesa, luego se pesé en la balanza analitica
10 gramos de la muestra y se colocé en una bolsa Stomacher, seguidamente se afiadié
90 ml de agua peptonada y 10 ml de un agente surfactante. Finalmente, se llevo al
homogeneizador durante 30 segundos (AOAC, 2016). Se sembrd en la Placa Petrifilm
MR "1 ml de la dilucién de la muestra en el centro de la pelicula cuadratica inferior,
luego se presiono el indculo de manera que se esparza en toda el area circular de placa

y después se llevo a incubar a 37 °C por 24 horas

2.2.3.2 Deteccion de salmonella

Para la deteccion de salmonella se empled la norma AOAC 2014.01. Se limpid el area
de trabajo con alcohol al 70 %. Se pesd 25 gramos de la muestra en una bolsa

Stomacher y se agregd 225 ml del medio base de Salmonella. Luego se llevara al
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homogeneizador durante 30 segundos. Después se llevara a incubar a 42+2°C por 24
+ 2 horas. Finalmente se sembrd en la Placa Petrifilm MR 1 ml de la dilucion de la
muestra en el centro de la pelicula cuadrética inferior y se llevé a incubar a 37£1°C
por 24 + 2 horas (AOAC, 2016).

2.2.3.3 Recuento de hongos y levaduras

Para el recuento de hongos y levaduras se empleo6 la norma AOAC 2014.05. Primero
se limpio con alcohol al 70% la superficie de la mesa, luego se pesé en la balanza
analitica 10 gramos de la muestra y se colocé en una bolsa Stomacher, seguidamente
se afiadio 90 ml de agua peptonada. Finalmente, se llevo al homogeneizador durante
30 segundos (AOAC, 2016). Se sembré en la Placa Petrifilm MR, 1 ml de la dilucion
de la muestra en el centro de la pelicula cuadratica inferior, luego se presioné el inoculo
de manera que se esparza en toda el &rea circular de placa y después se llevo a incubar
a 25 °C por 48 horas.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Anélisis y discusion de los resultados

3.1.1 Caracterizacion de la grasa obtenida de la carnaza residual de una

curtiembre con el fin de evaluar sus condiciones iniciales

Para la caracterizacion inicial de la grasa obtenida de la carnaza residual se realizaron
analisis por triplicado, siguiendo los métodos establecidos por las Normas INEN, ISO
y AOAC. En la Tabla 8 se muestran los resultados de los analisis fisicoquimicos de la
grasa obtenida de la carnaza, los valores incluyen un contenido de humedad de 0.24
%, un indice de acidez de 0.36 (como % é&cido oleico), un indice de peroxidos de 3.90
mEQO2/kg y un indice de saponificacion de 195.12 mgKOHY/g, los valores reportados
se encuentran dentro de los limites establecidos por normas nacionales e

internacionales para grasas.

Los resultados se compararon con los datos obtenidos en la investigacion de Mata et
al., 2018; Bondioli et al., 2019 en el cual evaluaron la calidad de la grasa bovina, los
resultados indicaron un indice de acidez de 0.501 como % é&cido oleico, 0.14 % de
humedad, 2.2 mEqO2/kg indice de perdxidos, que comparados con los datos de la
muestra estudiada existe poca diferencia; esto debido a varios factores como la raza
del animal, la edad del ganado, el tiempo y temperatura de coccion de la carnaza.
Ademas, Mata et al., 2011 informa que la grasa animales provenientes de curtiembres
son expuestas a altas temperaturas, agua durante tu extraccion que llegan a alterar su

calidad lo que se ve reflejado en los valores fisicoquimicos evaluados.
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Tabla 8

Caracterizacion inicial de la grasa obtenida de la carnaza residual

Mata et al., Parametros
Ensayo Resultado 2018; Bondioli  establecidos por la
etal., 2019 * Norma
Humedad (%) 0.24+0.01 0.14 NTE INEN 39™
(0 - 0.260)
indice de acidez (% NTE INEN 38™
_ 0.36 £0.02 0.50
ac.oleico) (0-0.30)
indice de peréxidos 1SO 3960
3.90+0.1 2.20
(mEqO2/kg grasa) (£10)
indice de saponificacion 195. 105 AOAC 920™
(mgKOH/g de grasa) 12+0.01 (190 - 202)

Nota. Los valores corresponden a un promedio de tres repeticiones por determinacion + la
desviacion estandar. * datos bibliograficos obtenidos de acuerdo con las normas 1SO. **

Método de ensayo para cada analisis.

Por otro lado, la evaluacion del contenido de &cidos grasos saturados e insaturados
presente en la grasa se llevaron a cabo mediante analisis cromatogréaficos de gases
(FAME). En el caso de la grasa obtenida de la carnaza residual el contenido total de
acidos saturados fue de 44.70 % mientras que, el total de &cidos Insaturados es de
55.30 % como se muestra en la Tabla 9. El 4cido oleico es el mas predominante con el
40.33% del total de acidos grasos presentes en la grasa, un factor importante que
influye en la estabilidad a la oxidacion. Estos resultados concuerdan con los hallazgos
realizado por Booramurthy et al., (2022) quienes evaluaron las grasas de residuos de
curtiembres y encontraron que el &cido oleico el mas abundante con el 37. 76%,

seguido por el acido estearico con el 30.23 % y el acido palmitico con el 24.22 %.
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Tabla 9

Composicion de los acidos grasos de la grasa obtenida de la carnaza residual.

Acidos grasos Estructura %

Acidos grasos saturados

Miristico (C14:0) 3.73
Pentadecilico (C15:0) 0.83
Palmitico (C16:0) 24.80
Margarico (C17:0) 1.84
Estearico (C18:0) 13.50

Total, de acidos Saturados 44.70

Acidos grasos Insaturados

Miristoleico (C14:1) 1.93
Palmtoleico (C16:1) 6.72
Margarico (C16:2) 1.95
Oleico (C18:1) 40.33
Linoleico (C18:2) 3.46
Linoleico (C18:3) 0.43
Linoleico (C18:4) 0.47

Total, de acidos Insaturados 55.30

Total 100

Nota. El analisis fue realizado por el laboratorio acreditado UBA LAB (Anexo 3)

Garcia et al., (2022) informa que en el caso de las curtiembres el proceso de coccién
implica el calentamiento de las materias primas para separar la grasa de otros
componentes, lo que conlleva a que los triglicéridos sufran hidrélisis y como resultado,
la grasa procesada contenga una concentracion mas alta de &cidos grasos. Asimismo,
Mata et al., 2018 afiade que una cantidad elevada de acidos grasos libres (FFA) afecta
su calidad y reduce su valor nutricional, por lo tanto, se consideran grasas no

comestibles para el ser humano.
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3.1.2 Implementacion de un método de preservacion para la grasa extraida de la
carnaza residual, empleando un extracto de romero comercial como antioxidante

natural en lugar del luctanox LG

3.1.2.1 Seleccién del extracto de romero comercial

En este estudio se ha escogido el aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.),
ya que este aceite esencial es una fuente natural de antioxidantes debido a que posee
diversos compuestos fenélicos. Ademas, varias investigaciones han probado que los
aceites esenciales obtenidos de Rosmarinus officinalis L. son un antioxidante natural
prometedor para extender la vida til de los productos (Choi et al., 2019; Nieto et al.,
2018; Ojeda et al., 2013). También, el aceite de Rosmarinus officinalis L. al ser un
producto natural de origen vegetal, es reconocida como GRAS (Generalmente
Reconocido como Seguro), lo que respalda su aplicacion en matrices alimentarias sin

riesgos percibidos para los consumidores (Younes et al., 2018).

En el caso especifico de los aceites esenciales obtenidos de Rosmarinus officinalis L.,
se les atribuyen diferentes actividades bioldgicas, entre las que destacan sus
propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Otros aspectos como la solubilidad en
grasas y la estabilidad durante el procesamiento refuerzan su atractivo en aplicaciones
alimentarias (Bampidis et al., 2022; Dominguez et al., 2019). En consecuencia,
considerando estos antecedentes, se optd por utilizar un aceite esencial de romero
comercial de grado alimenticio adquirido por la empresa dOTERRA Ecuador C.
LTDA; los componentes del aceite esencial de romero comercial se detallan en la
Tabla 10.
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Tabla 10

Caracteristicas principal del aceite de romero comercial (Rosmarinus officinalis L.)

Parametro Minimo Maéaximo
Alfa Pineno (%) 9,00 15,00
Canfeno (%) 2,50 6,00
Beta pineno (%) 4,00 9,00
Mirceno (%) 1,00 3,00
Limoneno (%) 1,50 4,00
1,8-cineol (%) 38,00 55,00
Paracimeno (%) 0,50 2,50
Alcafor (%) 5,00 15,00
Acetato Bornilo (%) 0,10 1,60
Verbenona (%) - 0,40
Borneol (%) 1,00 5,00
Alfa Terpineol (%) 1,00 2,50

Fuente: dOoTERRA Ecuador C. LTDA, 2023

3.1.2.2 Ensayos de oxidacion acelerada en el equipo OXITEST VELP
SCIENTIFIC

Para evaluar la estabilidad de la grasa, tanto en su forma natural como enriquecida con
aceite esencial de romero a diferentes concentraciones (50, 400, y 700 ppm), se empled
el equipo Oxitest, siguiendo las normas oficiales recomendadas por la AOCS (AOCS,
1989). Al analizar la Tabla 11, se evidencia una relacion directamente proporcional
entre la concentracion de antioxidantes y el tiempo de conservacién en dias. Al
comprar los resultados de vida datil a 15 °C (temperatura ambiente de Ambato) se
observa que el grupo control presento 41 dias de vida util mientras que el mejor
tratamiento corresponde a la grasa con 700 ppm de aceite esencial de romero que
tendra un tiempo de vida util de 2397 dias, sefialando asi un rendimiento superior en
términos de estabilidad en comparacion a los demas tratamientos. Por lo tanto, el aceite
esencial de romero emerge como un agente significativo en la gestion de la

peroxidacion lipidica, contribuyendo notablemente a extender la vida Gtil de la grasa.
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Tabla 11
Tiempo de conservacion de la grasa residual con la incorporacion de tres

concentraciones diferentes de aceite esencial de romero.

Contenido de AE de

Muestra Fommero Vida util” Vida atil™
100 °C 15°C
PP horas Dias
Control 0 4 41
Tratamiento 1 50 4 1655
Tratamiento 2 400 6 1957
Tratamiento 3 700 9 2397
Tratamiento X 275 6 -
Luctanox LG™ 275 6,5 -

Nota. Control (grasa sin conservante), donde (*) graficas Anexo 1y (**) calculos Anexol;

(***) en el Anexo 4 andlisis realizados en Rancimat.

En la Figura 5 se determina la duracién estimada del Tratamiento X, calculada
mediante la extrapolacién matematica del periodo de induccion (Anexo 1) a una
temperatura de (100 °C) y una concentracion tedrica de 275 ppm. El objetivo es
comparar la estabilidad oxidativa entre el control (O ppm), el conservante Luctanox
(275 ppm) y el Tratamiento X (275 ppm) a una temperatura de 100 °C.

Al analizar la ecuacién de la recta obtenida en la Figura 5, se concluye que el tiempo
de vida atil para una concentracién de 275 ppm de aceite esencial de romero es de 6
horas. Al comparar este valor con los datos proporcionados en la hoja técnica del
conservante sintético Lutanox (Anexo 4), que indica un tiempo de vida util de 6.5
horas segun el ensayo Rancimat, se observa que el tiempo de vida til del Tratamiento
X es ligeramente inferior. Estos resultados sugieren que no es necesario utilizar una
concentracion mas elevada de esencia de romero para lograr efectos de conservacion

similares a los del conservante comercial.
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Figura5
Concentraciones de AE de romero en relacion con el tiempo de vida dtil

determinado en el Oxitest a 100 °C
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Segun Kamal & Pokorny, (2020) tanto los antioxidantes sintéticos como naturales
son muy efectivos en la estabilizacion de grasas animales, sin embargo, el aumento
relativo del periodo de induccidn (vida til) se ven afectados por el tipo de sustrato y
la composicidn del antioxidante. En el caso de luctanox al ser una mezcla de Etoxiquin
+ BHT (butilhidroxitolueno) su capacidad estabilizadora disminuye a temperaturas
superiores a los 100 °C, mientras que el aceite esencial de romero para incrementar su
estabilidad requiere de dosis altas y no se ve afectada por la temperatura (Chen et al.,
2014; Choi et al., 2019). Cabe sefalar que investigaciones, como las realizadas por
Tinello et al., (2018) han comparado el Rancimat y el Oxitest como métodos para
evaluar la estabilidad oxidativa de un aceite donde el método Oxitest demostro ser mas
apropiado al detectar el valor de IP (vida util) en un tiempo significativamente mas

corto en comparacion con el Rancimat.
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3.1.2.3 Evaluacion fisicoguimica de la actividad antioxidante del aceite esencial

(AE) de romero a diferentes concentraciones

Después de su caracterizacion inicial, las muestras fueron envasadas y almacenadas a
temperatura ambiente 15 °C, durante cinco dias. Posteriormente, se llevd a cabo una
segunda caracterizacion, observandose ligeros cambios en los en los valores
reportados para muestra inicial Tabla 8. Estos cambios se atribuyeron al manejo de las
grasas y a las condiciones de almacenamiento durante mencionado tiempo. Para
evaluar la actividad antioxidante de las concentraciones de 50, 400 y 700 ppm de AE
de romero comercial y realizar comparaciones, se utilizé una muestra control (grasa
sin conservante) y el conservante luctanox LG (500 ppm) utilizado en la curtiembre
denominado Tratamiento 0. Cada tratamiento se extendio a lo largo de 90 dias, excepto
el tratamiento 0 el cual se evalud al tiempo 0y 90 dias; durante los cuales se realizaron
andlisis periddicos de indice de acidez, perdxidos, saponificaciéon y rancidez en los
dias 0, 15, 30, 60 y 90, con el fin de evaluar la calidad de las muestras como se

muestras.

Los resultados obtenidos del indice de acidez, indice de peroxidos e indice de
saponificacion se muestran en la Tabla 12. Los valores se expresan como el promedio
* la desviacion estandar de tres determinaciones para cada tratamiento, en el caso del
indice de acidez se observo un aumento gradual en la muestra control pasando de un
valor de 0,504 (% como ac. Oleico) en el dia 0 a 1,08 (% como ac. Oleico) en el dia
90, mientras que el tratamiento 0 de un valor de 0,491(% como ac. Oleico) en el dia 0
a 0,504 (% como ac. Oleico) en el dia 90, y el tratamiento 3 de 0,485 (% como ac.
Oleico) en el dia 0 a 0,358 (% como ac. Oleico) en el dia 90. Este ultimo mostro el

nivel méas bajo de acidez con respecto a los tratamientos TO, T1y T2.
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Estos resultados evidencian que las concentraciones de aceite esencial de romero

fueron maés eficaces que el luctanox LG (conservante sintético de curtiembre) durante

los 90 dias de almacenamiento para prevenir la oxidacion de los lipidos presentes en
la grasa. No obstante, de acuerdo con la norma CODEX (STAN 211:1999) los valores

reportados de acidez se encuentran dentro de pardmetros establecidos para grasas

animales ya que estos no superaron el limite maximo de 1.25 % de acidos grasos (ffa).

Tabla 12

Resultados promedios de los analisis fisicoquimicos de la grasa y sus tratamientos

Parametros Tiempo de almacenamiento (dias) CODEX
analizados  Muestra 0 15 30 60 90 (STAN
211:1999)
Control 0,504 0,608 0,681 0,830 1,08
indice de TO 0,491 - - - 0,504 Max 1,25 %
Acidez T1 0,490 0,489 0,480 0,478 0,506  4cidos grasos
% &c. oleico T2 0,486 0,480 0,450 0,401  0,3801
T3 0, 485 0,472 0,437 0,392 0,358
Control 4,483 4,651 5,259 7,847 6,549
Indice de TO 4,465 - - - 4,849
peroxidos T1 4,424 4,372 4,292 4,119 4,893 <10
meqO2/kg T2 4311 4303 4,028 3609 3,292 meqO2/kg
T3 4320 4,020 3,694 3,397 3,102
Control 195,125 195,953 197,008 199,033 202,937
indice de TO 195,093 - - - 196,620
saponificacion T1 195,070 195,093 195,020 194,287 196,053 190202
mg KOH/g T2 195,067 195,033 194,933 193,846 190,218
T3 195,017 195,046 194,099 190,513 185,098

Nota. Control (grasa sin conservante), TO (grasa + 500 ppm luctanox), T1(grasa +50 ppm de

AE de romero), T2(grasa +400 ppm de AE de romero), T3(grasa +700 ppm de AE de romero)
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No obstante, como respaldo a lo mencionado anteriormente en la Figura 6 se
esquematiza de mejor manera la evolucion de capacidad antioxidante de los
tratamientos estudiados. El Tratamiento 3 es mas efectivo para disminuir la acidez de
las muestras a lo largo de todo el ensayo. Para comprobar lo reportado en la tabla 12
se realizo un analisis de varianza ANOVA seguido de la prueba HSD Tukey al 95 %
de confianza para los tres tratamientos y el control, donde se observd que los tres
tratamientos no eran significativamente diferentes, sin embargo, el mejor tratamiento
para disminuir la acidez correspondiente a la concentracion de 700 ppm. En
concordancia con la investigacion de Chen et al., (2014), que determind que en
concentraciones mas elevadas de aceite esencial (AE) de romero, los compuestos
fenolicos presentes en el mismo tienen una mayor probabilidad de donar hidrogenos a
los radicales libres, fortaleciendo de manera significativa su efectividad antioxidante
(Mezzaet al., 2013).

Figura 6
Efecto de las concentraciones del aceite esencial de romero sobre el indice de acidez
(% &cido oleico) durante el almacenamiento.
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Nota. Control (grasa sin conservante), Tratamiento O (grasa + 500 ppm luctanox LG),
Tratamiento 1(grasa +50 ppm de AE de romero), Tratamiento 2(grasa +400 ppm de AE de
romero), Tratamiento 3(grasa +700 ppm de AE de romero).
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En relacion con el indice de perdxido, se observé que la muestra control experimento
un incremento a partir del dia 0 hasta el dia 60 de 4,483 (meqO2/kg) a 7,847
(meqgO2/kg), respectivamente y, seguido de una disminucion en el dia 90 de 6,549
(meqO2/kg). Por otro lado, los tratamientos TO y T1 mostraron un aumento en sus
valores de indice de peroxidos al dia 90, mientras que los tratamientos T2 y T3

mantuvieron una reduccion gradual hasta el dia 90 como se muestra en la Tabla 12.

En la Figura 7 se observa de mejor manera el efecto de las concentraciones de AE de
romero, el luctanox y la muestra control durante los 90 dias de estudio. De acuerdo
con la grafica se observa que el control (en color celeste) presentd un incremento
gradual hasta el dia 60, y una disminucidn en el dia 90. De acuerdo con los hallazgos
de Flavia & Zorica, (2013) en su estudio la grasa almacenada tras 60 dias presento
un valor de 6,8 meqO2/kg, pero después de 90 dias su valor fue de 5,9 meqO2/kg, lo
que respalda los resultados obtenidos en la muestra control. Adicionalmente, se realizo
un andlisis de varianza ANOVA seguido de la prueba HSD Tukey al 95 % de confianza
para los tres tratamientos y el control donde se observd que los tratamientos T2 (400
ppm) y T3 (700 ppm) no eran significativamente diferentes ya que compartian la
misma letra (Anexo 2), sin embargo, era significativamente diferente con el control.
Po lo que, los resultados indican que el mejor tratamiento para evitar la peroxidacion

se pueda dar con las dos concentraciones.

De acuerdo con Chen et al., (2014), los cambios oxidativos en las grasas animales
surgen cuando el oxigeno del aire reacciona con los dobles enlaces de los acidos
grasos, dando lugar a la formacion de compuestos que, al descomponerse originan
otros. Este proceso puede generar radicales libres que dan lugar a olores y sabores

desagradables, fenébmeno conocido como rancidez (Zamuz et al., 2022)
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Por otro lado, los tratamientos T1 (en color amarillo), T2 (en color verde) y T3 (en
color anaranjado) presentaron una disminucion en su valor de indice de peroxidos, esto
se debe a que los componente presentes en el aceite esencial (AE) de romero actan
en la estabilizacion de radicales libres ya que sus estructuras contienen un grupo
hidroxilo (—OH), de tal forma que transfieren un 4&tomo de hidrégeno del grupo OH al

radical libre, lo que mejora la estabilidad del aceite (Aleu et al., 2018).

Figura 7
Efecto de las concentraciones del aceite esencial de romero sobre los valores del

indice de perdxidos (meqO2/kg) durante el almacenamiento.
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Nota. Control (grasa sin conservante), Tratamiento 0 (grasa +500ppm luctanox), Tratamiento
1(grasa +50 ppm de AE de romero), Tratamiento 2 (grasa +400 ppm de AE de romero),
Tratamiento 3 (grasa +700 ppm de AE de romero)

En cuanto al indice de saponificacion, se observa que la muestra control aumenta
progresivamente desde el dia 0 cuyo valor es de 195,125 mg KOH/g a 202,937 mg
KOH/g en el dia 90. En cuanto al tratamiento 0 se observo un leve aumento de 195,093
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mg KOH/g en dia 0 a 196,620 mg KOH/g en el dia 90, mientras que los tratamientos
2 y 3 presentaron una disminucion significativa en el dia 90 con valores finales de
190,218 mg KOH/g y 185,098 mg KOHY/g, respectivamente. Por lo que, se asume que
los tratamientos TO y T1 fueron los mejores para mantener un indice de saponificacion
similar a la inicial. Segun los resultados del analisis de Tukey, se concluye que no
existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos 1, 2 y 3. Asimismo,
el control es estadisticamente equivalente al tratamiento 1 y al tratamiento 2. Sin
embargo, se observa una diferencia estadisticamente significativa entre el control y el
tratamiento 3 (Anexo 2).

En la figura 8 se muestra el efecto de las concentraciones de aceite esencial de romero
sobre los valores del indice de saponificacion (mgKOH/g) entre los 0 a 90 dias de
almacenamiento. Inicialmente no hubo diferencia significativa (p > 0,05) entre la
muestra control (en color celeste) y los tratamientos TO, T1, T2 y T3. No obstante, al
dia 90 de almacenamiento, se observo un aumento de los indices de saponificacion
para la muestra control en comparacién con los tratamientos. Segun el Codex Stan
211-1999 los indices de saponificacion aceptables se encuentran entre 190-202
mg/KOH para grasas animales, por lo tanto, el control y el tratamiento 3 superan los
limites maximos y minimos Tabla 12. Mientras que el tratamiento TO, T1y T2 se

encuentran dentro limites establecidos.

Segln Badrul & Jaafar, (2021) mencionan que la oxidacion y la hidrélisis son
procesos que inducen la descomposicion de los lipidos, generando aldehidos y cetonas,
estos Ultimos pueden potencialmente contribuir al aumento del indice de
saponificacion como fue el caso de la muestra control. Por otro lado, un valor bajo de
saponificacion indica la presencia de acidos grasos de cadena larga y cuyo valor de
saponificacion se encuentra entre el 165-195 mgKOH/g en comparacién con los acidos
grasos de cadena corta (Braganca et al., 2013; Cunha et al., 2020)
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Figura 8
Efecto de las concentraciones de aceite esencial de romero sobre los valores del

indice de saponificacion (mgKOH/g) durante el almacenamiento.
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Nota. Control (grasa sin conservante), Tratamiento 0 (grasa +500 ppm luctanox LG),
Tratamiento 1(grasa +50 ppm de AE de romero), Tratamiento 2 (grasa +400 ppm de AE de
romero), Tratamiento 3 (grasa +700 ppm de AE de romero)

Para determinar el deterioro en la muestra control y los tratamientos durante 90 dias
de almacenamiento se empled el método de coloracion roja que, en presencia de
fluroglucinol, forman ciertos derivados aldehidicos presentes en las grasas rancias
(INEN, 1973c). En la figura 9 se observa que la muestra control (Figura 9 E), el
tratamiento 0 (Figura 9G) y el tratamiento 1 (Figura 9L) a los 90 dias presentaron un
resultado positivo a la rancidez, pasado de un color amarillo propio de las grasas a un
color rojo indicador de rancidez. En cuanto a los tratamientos 2 (Figura 9 Q) y 3
(Figura 9 V) presentaron una coloracion rosa en la capa &cida lo que indica negativo a
rancidez manteniendo una calidad aceptable de la grasa posterior a los 90 dias de

conservacion.
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CONTROL

La adicion del AE de romero en la grasa bovina mostré un efecto positivo hasta el dia
60 de conservacion, sin embargo, en concentraciones altas su efecto fue mayor esto se
evidencia con los tratamientos T2 y T3 a 400 y 700 ppm. Estos hechos sugieren que a
altas concentraciones de AE de romero previenen la oxidacion secundaria siendo mas
eficaz que el antioxidante sintético luctanox LG que a los 90 dias de almacenamiento
presentd una coloracion rojiza positiva a rancidez. La rancidez es la oxidacién
(descomposicién) principalmente de &cidos grasos insaturados que resulta en sabores
y olores desagradables en grasas y aceites (Sahin, 2019) . Este proceso ocurre
lentamente y de manera espontanea, y puede acelerarse por la luz, el calor y ciertos
minerales, sin embargo, puede prevenirse mediante un almacenamiento adecuado y/o

la adicion de antioxidantes (Moslavac et al., 2019).

Figura 9
Efecto de las concentraciones del aceite esencial de romero en la grasa durante el

almacenamiento.
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TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTOO0

TRATAMIENTO 3

Nota. Ensayo de rancidez; la simbologia utilizada indica (+) positivo a rancidez; (-)
negativo a rancidez. Control (grasa sin conservante), Tratamiento O (grasa +500 ppm
luctanox LG), Tratamiento 1(grasa +50 ppm de AE de romero), Tratamiento 2(grasa +400
ppm de AE de romero), Tratamiento 3 (grasa +700 ppm de AE de romero)
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3.1.3 Evaluacion del crecimiento microbiano en las muestras con y sin
antioxidantes, aplicando criterios especificos conforme a las normativas

nacionales e internacionales

La contaminacion microbiana en las grasas puede ocasionar diversos problemas,
incluidos la rancidez, los sabores indeseados y posibles riesgos para la salud. En
consecuencia, el uso de antioxidantes se vuelve esencial para mitigar estos riesgos y
prolongar la vida util de las grasas animales (Ojeda et al., 2013). Los resultados del
recuento de enterobacterias UFC/g en la grasa, evaluados en los cuatro tiempos 0, 30,
60 y 90 dias (Tabla 14); mostraron que tanto el grupo control como los tratamientos
TO, T1, T2 y T3 no reflejaron diferencias significativas; por tanto, se mantienen dentro
de los limites establecidos. De forma similar, los resultados de deteccion de salmonella
A-P/25g no mostraron diferencia significativa a los 0, 30, 60 y 90 dias de
almacenamiento (Tabla 15). Estos hallazgos respaldan el proceso de inocuidad de la
grasa durante la conservacion y confirman que la concentracién de enterobacterias y

salmonella se encuentra dentro de los limites maximo permisible por la norma INEN.

Este hallazgo es congruente con investigaciones anteriores que sugieren que la
aplicacion de antioxidantes en grasas animales puede contribuir a preservar su calidad
microbiologica durante el almacenamiento prolongado (Badrul & Jaafar, 2021;
Ojeda et al., 2013; Viuda et al., 2010). Asimismo, Chen et al. (2014) han sefialado
que los antioxidantes presentes en el aceite esencial de romero pueden tener un efecto
inhibidor sobre el crecimiento microbiano, lo que respalda la estabilidad
microbiologica observada. Especificamente, se han identificado compuestos como
alcafor, Alfa Pineno y varios flavonoides como los principales responsables de las

propiedades citotoxicas (Burns et al., 2015; Molitor et al., 2021).

El impacto de los componentes presentes en el aceite esencia (AE) de romero en la

membrana celular de las bacterias se traduce en una actividad citotoxica que afecta de
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manera directa la fase mitética tanto de las bacterias Gram positivas como de las Gram
negativas. Este fendmeno ha sido especialmente evidente en microorganismos clave
como Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella sp. y S. aureus, segun lo
informado por (Choi et al., 2019; Molitor et al., 2021)

Tabla 14
Resultados del recuento de enterobacterias UFC/10g correspondiente a los
tratamientos durante el tiempo de almacenamiento.

Tiempo TRATAMIENTOS

(dias)  Control  Tratamiento 0  Tratamiento 1  Tratamiento 2  Tratamiento 3

0 <10 <10 <10 <10 <10
30 <10 <10 <10 <10 <10
60 <10 <10 <10 <10 <10
90 <10 <10 <10 <10 <10

Nota. Control (grasa sin conservante), Tratamiento O (grasa +luctanox), Tratamiento 1(grasa
+50 ppm de AE de romero), Tratamiento 2(grasa +400 ppm de AE de romero), Tratamiento
3(grasa +700 ppm de AE de romero)

Tabla 15
Resultados de la deteccion de Salmonella Ausencia/Presencia en 25 g de muestra

correspondiente a los tratamientos durante el tiempo de almacenamiento.

Tiempo TRATAMIENTOS
(dias)  Control Tratamiento O  Tratamiento 1  Tratamiento 2  Tratamiento 3
0 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
30 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
60 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
90 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Nota. Control (grasa sin conservante), Tratamiento 0 (grasa +500ppm luctanox), Tratamiento
1(grasa +50 ppm de AE de romero), Tratamiento 2(grasa +400 ppm de AE de romero),
Tratamiento 3 (grasa +700 ppm de AE de romero)
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En la determinacién de hongos y levaduras en los cuatro tiempos de evaluacion, el
grupo control y los tratamientos TO (grasa + 500ppm luctanox), T1 (50 ppm), T2 (400
ppm) y T3 (700 ppm) presentaron un aumento en los recuentos durante el
almacenamiento, pero no mas alla del rango estandar (Tabla 16). La variabilidad en la
eficacia de los antioxidantes tanto natural (AE de romero) como sintético (Luctanox
LG) podria deberse a factores como la concentracion del antioxidante, la composicion

inicial de la grasa y las condiciones de almacenamiento.

Segun Bart, (2007) informa que la actividad antimicrobiana o antifungica de la
mayoria de los aceites esenciales podria estar causada por las propiedades de los
terpenos/terpenoides, que, por su naturaleza altamente lipofila y bajo peso molecular,
son capaces de alterar la membrana celular, provocar la muerte celular o inhibir la
esporulacion y germinacién de hongos que deterioran los alimentos. En el caso del AE
de romero la actividad antifungica se le confiere a los monoterpenos, especialmente el

alfa-pineno

Por el contrario, Ojeda et al., 2013 sefialan que, aunque los antioxidantes pueden
desempenfar un papel fundamental en la inhibicion del crecimiento microbiano, no
siempre logran eliminar completamente la proliferacion de hongos y levaduras,

especialmente en condiciones de almacenamiento prolongado.

Tabla 16
Resultados del recuento de hogos y levaduras UFC/10g correspondiente a los

tratamientos durante el tiempo de almacenamiento.

Tiempo TRATAMIENTOS
(dias) Control Tratamiento O Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
0 <10 <10 <10 <10 <10
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30 <10 <10 <10 <10 <10
60 <10 <10 <10 <10 <10

90 <10 <10 <10 <10 <10

Nota. Control (grasa sin conservante), Tratamiento 0 (grasa +luctanox), Tratamiento 1(grasa
+50 ppm de AE de romero), Tratamiento 2(grasa +400 ppm de AE de romero), Tratamiento

3(grasa +700 ppm de AE de romero)

3.2 Andlisis de factibilidad econémica

El andlisis de costos-beneficio se evalué del mejor tratamiento correspondiente a la
concentracion de 700 ppm de aceite esencial de romero y el tratamiento con luctanox
LG 500 ppm conservante utilizado en la curtiembre. Los resultados mostraron que
cada miligramo de aceite esencial de romero tiene un costo unitario de 0,001 dolares
y un valor total de 15 dolares mientras que cada miligramo de luctanox LG tiene un
costo unitario de 0,00044 doélares y un valor total de 11 ddlares. Para obtener el costo
de los dos tipos de antioxidante evaluadas se partié de una base de 1kg de grasa (Anexo
5); cuyos valores fueron de 0,70 para la concentracion de 700 ppm de aceite esencial
de romero y 0,22 dolares para el luctanox LG 500 ppm estos resultados se muestran
en la Tabla 17.

En consecuencia, se observa que el Luctanox LG a una concentracion de 500 ppm
resulta mas econémico, sin embargo, su eficiencia para conservar la grasa por periodos
largos de tiempo es muy baja con respecto al aceite esencial de romero. De acuerdo
con la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2021), los antioxidante
sinteticos y sus mezclas destinado para piensos o alimentacion animal no deben
susperar la dosis maxima es de 150 ppm, solos en combinaciones mientras que los
extractos de romero (E 392) esta actualmente autorizado como aditivo alimentario con
dosis maxima de 5000 ppm en una amplia variedad de categorias de alimentos
(Bampidis et al., 2022b; UNION EUROPEA, 2005). En el enfoque de rentabilidad,

el aceite esencial de romero mejora significativamente la calidad de la grasa a largo
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plazo, esto podria resultar de gran interés para las curtiembres y una posicion mas

fuerte en el mercado de los antioxidantes naturales para alimentos de consumo animal.

Tabla 17
Analisis de costos de los antioxidantes Luctanox LG y aceite esencial(AE) de romero
Cantidad Valor Valor Costo de la concentracion
Antioxidante adquirida  Unitario Total evaluada ($)
(mg) $/mg $ 700 ppm 500 ppm
AE de Romero 15000 0,001 15 0,70 -
Luctanox LG 25000 0,00044 11 - 0,22

Nota. (¢) centavos

3.3 Verificacion de hipotesis

En base a los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion, se acepta
la hipdtesis alternativa; ya que, el proceso de conservacion utilizando un extracto de
romero comercial en la grasa proveniente de los residuos de carnaza de una curtiembre
en Ambato, si presenta limites significativos de degradacion en comparacion al método

de conservaciéon convencional.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se caracterizo la grasa obtenida de la carnaza residual cuyos valores promedio
incluyen 0.24 % de humedad, 0.36 % &cido oleico indice de acidez, 2.90
meqO2/kg indice de perdxidos y 195. 12 mgKOHY/g indice de saponificacion,
en la cual, todos los valores se establecieron dentro de las normas NTE INEN
1313:2012 requisitos para mantecas comestibles de produccion industrial,

proveniente de grasas animales.

Se evaluo la eficacia de las concentraciones del aceite esencial de romero a
diferentes condiciones de estabilidad oxidativa en el equipo Oxitest. La muestra
de grasa enriquecidas con 700 ppm de aceite esencial (AE) de romero presento
el mejor tiempo de vida util con 2397 dias, lo que sugiere que las
concentraciones altas de AE romero son mas eficaces para prevenir la
degradacion de la grasa en condiciones de almacenamiento. A 100 °Cy a 275
ppm de los dos tipos de antioxidantes, el mejor tiempo de vida atil fue del

luctanox LG con 6, 5 horas mediante el método de Rancimat.

En cuanto a la evaluacién fisicoquimica se demostré que la concentracion de
700 ppm (T3) de aceite esencial (AE) de romero causaban el efecto antioxidante
mas potente con valores de 0,358 % acidez, 3,102 meqO2/kg peroxidos,
185,098 mgKOH/g saponificacion en comparacion con la capacidad
antioxidante de luctanox LG con valores de con valores de 0,504 % acidez,
4,849 meqO2/kg peroxidos, 196,620 mgKOH/g saponificacion tras 90 dias de

almacenamiento a temperatura ambiente (15°C).
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En base al analisis costos-beneficios entre el aceite esencial de romero y el
conservante Luctanox LG, se observo que, el Luctanox LG a una concentracion
de 500 ppm presenta un costo de 0,22 USD frente a los 0,70 USD del aceite
esencial de romero en el proceso de conservacion de la grasa durante 90 dias de
almacenamiento. Aunque, el costo del AE de romero es mayor su capacidad
para preservar la grasa en periodos largos de tiempo es una alternativa natural
y viable para las curtiembres, ofreciendo beneficios que podrian mejorar la
calidad del producto final y ademas, situarse en el mercado de los antioxidantes

naturales.

Los resultados del control microbioldgico UFC/g en la grasa, evaluados en los
cuatro tiempos 0, 30, 60 y 90 dias mostraron la eficacia antibacteriana y
antifingica del aceite esencial (AE) de romero. Los niveles de enterobacterias
(UFC/g), salmonella (Ausencia-Presencia/25g), hongos y levaduras (UFC/g)
se mantuvieron dentro de limites aceptables de acuerdo con la norma NTE
INEN 1313:2012 requisitos para mantecas comestibles de produccion

industrial, proveniente de grasas animales.
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4.2 Recomendaciones

Se sugiere extender el periodo de almacenamiento para evaluar de manera mas
completa la estabilidad y la posible formacion de productos de oxidacion,
simulando escenarios del mundo real para confirmar su idoneidad para

condiciones de almacenamiento prolongado.

Considerando la complejidad de las grasas residuales de curtiembres, se
sugiere avanzar hacia la implementacion de modelos cinéticos que aborden de

manera integral la relacion estructura-actividad de los antioxidantes.

En cuanto a los costos-beneficios, se recomienda realizar un analisis
econémico mas detallado considerando la cantidad requerida para la

produccion en gran escala.
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ANEXOS
Anexo 1. Determinacion del tiempo de vida util a partir de los resultados del analisis
en Oxitest
Anexo 1.1 Curvas de extrapolacion para determinar el tiempo de vida util de la
grasa obtenida de la carnaza residual sin conservante (Control).

Muestra Control

1,0 y =-0,0631x + 7,8409
R2?=10,9926

80 85 90 95 100 105 110 115
Temperatura (°C)

Célculo del tiempo de conservacion de la grasa obtenida de la carnaza residual
sin conservante.

Ecuacion de la recta
y=mx-+c

Donde:
y=Logaritmo natural del periodo de induccion (Ln(IP))
m= pendiente de la recta
x= Temperatura ambiente promedio de Ambato (15°)
c= Ordenada de origen

y=-0,0631x + 7,8409

y=(-0,0631*15°) + 7,8409
y=6,894
EXP 6,894= 986,733 horas

vida Util= 41 dias
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Anexo 1.2 Curvas de extrapolacion para determinar el tiempo de vida Gtil de la grasa

obtenida de la carnaza residual con 50 ppm de extracto de romero

50 ppm

2,5

15
1 y =-0,1073x + 12,217
05 R2=0,9982

0
80 85 90 95 100 105 110 115

Temperatura (°C)

Ln (IP)

Célculo del tiempo de conservacion de la grasa obtenida de la carnaza residual

con 50 ppm de extracto de romero.
y=-0,108x + 12,21
y=(-0,108 *15°) + 12,21
y=10,59
EXP 10,59=39735,489 horas
vida atil= 1655 dias

Anexo 1.3 Curvas de extrapolacion para determinar el tiempo de vida Util de la grasa

obtenida de la carnaza residual con 400 ppm de extracto de romero
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400 ppm

2,5

1,5

1 y =-0,1095x + 12,4
0’5 Rz = 0,9973

Ln (IP)

80 90 100 110 120
Temperatura (°C)

Calculo del tiempo de conservacion de la grasa obtenida de la carnaza residual

con 400 ppm de extracto de romero.

y=-0,1095x + 12,4
y= (-0,1095*15°) + 12,4
y=10,75
EXP 10,75=46981,068 horas

vida Util = 1957 dias

Anexo 1.4 Curvas de extrapolacion para determinar el tiempo de vida util de la

grasa obtenida de la carnaza residual con 700 ppm de extracto de romero
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700 ppm

3
2,5
2
a
= 1,5
— 1 y =-0,11x + 12,613
R2 = 0,9946
0,5
0
80 85 90 95 100 105 110 115
Temperatura (°C)

Célculo del tiempo de conservacion de la grasa obtenida de la carnaza residual
con 700 ppm de extracto de romero.

y=-0,11x + 12,63
y=(-0,11*15°) + 12,63
y=10,96
EXP 10,96=57526,443 horas
vida util = 2396 dias

Anexo 1.5. Resultados del equipo Oxitest en el andlisis de la vida til de la grasa
control a 90, 100y 110 °C.
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Anexo 1.6 Resultados del equipo Oxitest en el analisis de la vida Gtil del tratamiento
1 (50 ppm) a 90, 100y 110 °C
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Anexo 1.7 Resultados del equipo Oxitest en el analisis de la vida Gtil del tratamiento
2 (400 ppm) a 90, 100 y 110 °C.
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Anexo 1.8 Resultados del equipo Oxitest en el andlisis de la vida Gtil del
tratamiento 3 (700 ppm) a 90, 100, 110 °C.
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Anexo 2. Analisis Estadisticos

Anélisis de la varianza de para el INDICE DE ACIDEZ

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust.  Valor  Valor
F p
Tiempo 4  0,01960 0,01960 0,004900 0,28 0,882

Tratamientos 3 0,32372 0,32372 0,107906 6,26 0,008
Error 12 0,20669 0,20669 0,017224
Total 19 0,55001

Nota. Tiempo 0, 15,30,60 y 90 dias de conservacion; Tratamientos: Control (grasa
sin conservante), Tratamiento 1 (50 ppm), tratamiento 2(400 ppm), Tratamiento
2(700 ppm)

Prueba de multiples rangos para el indice de acidez por tratamiento

Método: 95,0 % Tukey

Tratamientos N Media Agrupacién
Control 5 0,742589 A
Tratamiento 1 (50 ppm) 5 0,489087 B
Tratamiento 2 (400 ppm) 5 0,441216 B
Tratamiento 3 (700 ppm) 5 0,429653 B

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

Anélisis de la varianza de para el INDICE DE PEROXIDOS

Fuente GL  SC Sec. SC MC Valor Valor
Ajust.  Ajust. F p

Tratamientos 3 12,7634 12,7634  4,2545 527 0,015

Tiempo 4 0,4786 0,4786  0,1196 0,15 0,960

Error 12 9,6794 9,6794  0,8066

Total 19 22,9213
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Nota. Tiempo 0, 15,30,60 y 90 dias de conservacién; Tratamientos: Control (grasa

sin conservante), Tratamiento 1 (50 ppm), tratamiento 2(400 ppm), Tratamiento

2(700 ppm)

Prueba de multiples rangos para el indice de perdxidos por tratamiento

Método: 95,0 % Tukey

Tratamientos

N
Control 5
Tratamiento 1 (50 ppm) 5

5

Tratamiento 2 (400 ppm)
Tratamiento 3 (700 ppm) 5

Media
5,75767
4,42117
3,90954
3,70856

Agrupacion
A
A B
B
B

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anélisis de la varianza de para el INDICE DE SAPONIFICACION

Fuente GL  SC Sec.
Tratamiento 3 97,196
Tiempo 4 8,528
Error 12 121,785
Total 19 227,509

SC
Ajust.
97,196

8,528
121,785

MC Valor Valor
Ajust. F p
32,399 3,19 0,063

2,132 0,21 0,928
10,149

Nota. Tiempo 0, 15,30,60 y 90 dias de conservacién; Tratamientos: Control (grasa

sin conservante), Tratamiento 1 (50 ppm), tratamiento 2(400 ppm), Tratamiento

2(700 ppm)
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Prueba de multiples rangos para el indice de saponificacién por tratamientos

Método: 95,0 % Tukey

Tratamientos N Media Agrupacion
Control 5 198,011 A

Tratamiento 1 (50 ppm) 5 195,105 A B
Tratamiento 2 (400 ppm) 5 193,819 A B
Tratamiento 3 (700 ppm) 5 191,955 B

Nota. Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 3. Andlisis del perfil de acidos grasos de la grasa obtenida de la carnaza
residual.
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Anexo 4. Ficha Técnica del antioxidante sintético Luctanox LG

LUCTANOX LG 81680.Z
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Anexo 5. Analisis econdmico

Calculos en base de 1kg de grasa
Aceite esencial de Romero
15000 mg — $15
700 mg - x
_ 700 mg * $15
15000mg
x=%0,7=70 ¢

PRUEBAS DE EFICACIA
LUCTANOX LG

PROTECCION DE GRASA

|

— r, -t
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)
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" =« -

FROTECCION DE GRASA. METODO RANCIMAL

e | -
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Luctanox LG
25000 mg — $11
500 mg — x

500 mg * $11
~ 25000msg

x=$0,22=22¢
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