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RESUMEN

Los &cidos grasos son una fuente elemental de energia para el cuerpo humano, es
por esta razon que su consumo y aprovechamiento es de vital importancia para una
dieta saludable. Sin embargo, el consumo de alimentos preparados con aceites
expuestos a varios periodos de reutilizacion desencadena en la adquisicion de
enfermedades cardiovasculares como la diabetes y la obesidad. Con el objetivo de
conocer el estado de degradacion de los acidos grasos presentes en muestras de
aceites provenientes de la ciudad de Ambato, se busco validar e implementar una
metodologia para la cuantificacion de los principales acidos grasos: palmitico,
estearico oleico y linoleico en muestras de aceites reusados. El proceso de
validacion y cuantificacion de los acidos grasos se realizd por medio de
Cromatografia de gases acoplada a espectrofotometria de masas. Se analizaron los
parametros de sensibilidad, linealidad, limite de deteccion y cuantificacion, en
donde se obtuvieron resultados dentro de los limites permisibles para validar el
método analitico, ademas se determind la incertidumbre del método analitico para
los parametros de precision y exactitud, obteniendo un rango de aplicacion del
método que limita el error en las mediciones. Al mismo tiempo se realiz6 disefio
experimental de bloques completamente al azar mediante anova de un factor para
comprobar estadisticamente que no exista diferencia significativa en las
mediciones. Finalmente se realiz6 una comparaciéon de la concentracién de los
acidos grasos con muestras de aceites comerciales sin usar, obteniendo resultados

que reflejan muestras con avanzado estado de degradacion.

Palabras clave: Acidos Grasos, Cromatografia de Gases, Quimica Analitica,
Aceites Reutilizados, Alteracion Oxidativa.
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ABSTRACT

Fatty acids are an elemental source of energy for the human body, it is for this
reason that their consumption and use is of vital importance for a healthy diet.
However, the consumption of foods prepared with oils exposed to several periods
of reuse triggers the acquisition of cardiovascular diseases such as diabetes and
obesity. In order to know the state of degradation of the fatty acids present in oil
samples from the city of Ambato, we sought to validate and implement a
methodology for the quantification of the main fatty acids: palmitic, oleic stearic
and linoleic in samples of reused oils. The validation and quantification process of
the fatty acids was carried out by means of gas chromatography coupled with mass
spectrophotometry. The parameters of sensitivity, linearity, detection limit and
quantification were analyzed, where results were obtained within the permissible
limits to validate the analytical method, in addition, the uncertainty of the analytical
method was determined for the precision and accuracy parameters, obtaining a
range application of the method that limits the error in measurements. At the same
time, a completely random block experimental design was carried out using a one-
factor anova to statistically verify that there was not significant difference in the
measurements. Finally, a comparison was made of the concentration of fatty acids
with samples of unused commercial oils, obtaining results that reflect samples with

an advanced state of degradation.

Keywords: Fatty Acids, Gas Chromatography, Analytical Chemistry, Reused
Oils, Oxidative Alteration.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos
1.1.1. Composicion del aceite comestible

Los aceites vegetales son compuestos organicos formados en su mayoria de
carbono e hidrégeno, que se obtienen a partir de plantas y le sirven a la misma
como reserva de energia. Segun lo reportado por Aguilar, Rodriguez, Arnez,
Conde, & Cossio (2019), el aceite comestible, es un producto alimenticio
conformado por glicéridos de é&cidos grasos, lipidos como fosfaticos, de
constituyentes insaponificables, &cidos grasos libres, tocoferoles y vitamina E. Los
acidos grasos contribuyen del 94 al 96% del peso total de una molécula de aceite,
siendo los mas principales acido miristico, palmitico, palmitoleico, estearico,
oleico, linoleico, linolénico, a-eleostearico, ricinoleico, verndlico, licanico
(Seniha Guner, Yagci, & Tuncer Erciyes, 2006). Sin embargo, la concentracion
de acidos grasos presente en el aceite depende de varios factores, entre ellos: tipo
de cultivo, época de cosecha, tipo y condiciones de crecimiento de la materia prima
utilizada para la extraccion, en este caso la planta, misma que puede ser de palma,

soya, canola, algododn, coco, ricino y cacahuate (Sustaita-Rodriguez et al., 2019).

De acuerdo con Pefiafiel (2011) los acidos grasos son moléculas compuestas por
cadenas de carbono hidrogenadas que terminan en un grupo carboxilo de un
extremo y del otro en un grupo metilo, pueden tener dobles enlaces lo que los
convierte en acidos grasos insaturados, las propiedades fisicas de los &cidos grasos
dependera de la longitud de la cadena y numero de dobles enlaces que forman su
estructura quimica, infiriendo que a mayor nimero de carbonos implica puntos de
fusién y viscosidad altas, mientras que la presencia de dobles enlaces afectan sus
propiedades fisicoquimicas, entre ellas la viscosidad, afectando de calidad del
aceite (Garcés, Martinez-Force, & Salas, 2011). Es asi que los acidos grasos
saturados tienen buena resistencia a la oxidacion, pero tienden a ser solidos a
temperatura ambiente, en cambio los &cidos grasos poliinsaturados son inestables

contra la oxidacién, pero liquido a temperaturas inferiores a 0°C. Las propiedades



de los principales acidos grasos presentes en los aceites de coccion les
proporcionan a los alimentos caracteristicas diferentes en textura, sabor, aroma,
ademas de brindar al consumidor beneficios nutricionales como lo son grasas que
se metabolizan como fuente de energia para el organismo, motivo por el cual su

produccion es de gran importancia a nivel industrial (De la Pefia et al., 2009).

Los acidos grasos gque se analizaran en la presente investigacion son, saturados
como el palmitico con 16 atomos de carbono, el estedrico con 18 atomos de
carbono, también se encuentran acidos grasos como el oleico con 18 atomos de
carbono y una insaturacion y el linolénico con 18 atomos de carbono y 3
insaturaciones, los 3 primeros se los cuantificara debido a que estan presentes en

mayor concentracion en los aceites comestibles vegetales.

El 4cido linolénico que se analizard es el isdmero a-linolénico, Martinez &
Samano. (2013) lo sefialan como un acido graso omega 3, que ademas el cuerpo
humano no puede sintetizar, por lo tanto, solo se obtiene a través de la dieta de

ciertos alimentos como semillas de vegetales y tejidos de mariscos.

Dentro de este marco existen caracteristicas que distinguen a los aceites
consumidos como por ejemplo el aceite de soja al respecto Almeida & Macias.
(2020) sefiala que este se obtiene a partir de la compresion del frejol de la soja 'y
estd constituido por concentraciones altas de acidos grasos poliinsaturados como
el &cido linoleico en un 53%, seguido por acido oleico en un 22%, &cido palmitico
en 16,6% y é&cido alfa-linolénico (ALA) en 0,05%. Este tipo de aceite es

comunmente usado para la coccién de alimentos pese a su baja estabilidad al calor.

Ahora acerca del aceite de girasol segun Valdez, Farfan, Sterner & Turba (2009)
este dispone de gran cantidad de C18:2 correspondientes a trans-9y cis-12 siendo
estos el 0,3% de sus &cidos grasos totales, por otra parte, también tiene una cantidad
considerable de &cido linoleico conjugado (ALC), C18:2, siendo 9cis y 11trans. A
nivel comercial el aceite de girasol tiene tres formas de presentacion en el mercado,
su forma con alto contenido de AGPI 16 que representa el 75%, seguido por su
forma con alto contenido de oleico que representa el 45% de AGM y su forma con
un 14% de acido estearico. Sin embargo, de acuerdo con el estudio realizado por
Valenzuela. (2003) (citadopor Almeida & Macias. 2020) acercade la



perdurabilidad de varios aceites vegetales luego de procesos de fritura, encontraron
que las mezclas de aceite girasol tienen mayor proporcion de &cido oleico, el

mismo que es mas aconsejable para su uso en frituras.

Acerca del aceite de canola, este segun lo mencionado por Sanchez, Ferndndez &
Nolasco. (2015) (citado por Almeida & Macias. 2020) comprende uno de los
aceites vegetales comestibles con equilibrio nutricional dado que estd compuesto
por diversos componentes bioactivos y posee una relacion 2:1 entre &cido linoleico
y acido linolénico.

En un estudio acerca de los factores que inciden en la preferencia de aceites
comestibles saludables Garzon. (2017) sefiala que ciertos tipos de aceites que se
venden en el mercado ecuatoriano, como aceite de palma puro en realidad suelen
ser mezclas de aceites de soya y palma. Debido a esto es importante establecer
técnicas que permitan identificar con mayor precision la pureza de los aceites

vegetales comestibles.

1.1.2. Reutilizacién y consumo de aceites vegetales

Actualmente, los alimentos fritos han llegado a ser los mas demandados por la
ciudadania debido al sabor particular que presentan. Sin embargo, la reutilizacién
del aceite para la coccion de los alimentos puede ser perjudicial para la salud, ya
que una vez sometido a temperaturas elevadas, el mismo da lugar a la formacion
de dioxinas, un agente cancerigeno agresivo. Por otro lado, es considerado como
un contaminante organico, el cual constituye un residual extremadamente
peligroso que se desecha sin ningln tratamiento previo a los vertimientos,
ocasionando contaminacion del agua y deteriorando los suelos debido a la
repercusion en las fuentes subterraneas de agua y cultivos (Sarracent & Gandén,
2016).

Segun Ramirez Jiménez (2020), el aceite vegetal usado, es una mezcla liquida
que esta conformada principalmente por triacilgliceroles cuyo perfil de acidos
grasos corresponde al del aceite antes de freir. La matriz lipidica, después de la
degradacion del aceite, baja su proporcion, asi como también la composicion y

concentracion, lo cual depende del tipo del alimento freido, técnicas y tecnologias



empleadas. En si, el uso continuo del aceite tiene un aspecto perjudicial para el
consumo humano, en especial el aceite de cocina, pues se estima que alrededor de
10 millones de toneladas de aceite vegetal residual se generan en el mundo cada
afio (Serrano, 2019). Ademas, segun lo reportado por Tacias Pascacio, Rosales
Quintero, & Torrestiana Sanchez (2016) en su estudio sobre la evaluacién de
grasas Yy aceites residuales de cocina, en la Union Europea se producen alrededor
de 0,4 Megatoneladas (Mt) de grasas y aceites residuales, provenientes
principalmente de restaurantes, mientras que en Irlanda, la cantidad de aceite de
cocina residual reciclado en el afio 2006, fue de 9381 toneladas. Gonzalez &
Ubierna (2015) indican que un litro de aceite residual o quemado posee un elevado
poder contaminante, siendo capaz de contaminar mil litros de agua, ya que, al ser
una sustancia hidréfoba, esta se desarrolla en la superficie del agua impidiendo la
oxigenacion y desequilibrando el intercambio gaseoso del medio y a su vez la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

Por otra parte segun Abilés et al. (2009) durante el proceso de fritura los aceites se
descomponen de tal forma que pierden sus propiedades iniciales, mostrandose
cambios en la intensificacion de viscosidad, espuma y color, pues se ven afectadas
por las diversas reacciones quimicas de oxidacion e hidrolisis, formando polimeros
ciclicos nocivos que se transfieren al alimento debido a que estos absorben
aproximadamente entre 5 y 40% del aceite usado. En si, el consumo de los
compuestos toxicos que se forman durante el proceso de fritura, ha desencadenado
a la aparicion de diversas enfermedades como la irritacion intestinal, cancer de
estomago, ateroesclerosis, enfermedad de Alzheimer y Parkinson (Astudillo
Rubio, 2018). Por ello se hace indispensable el analisis quimico de la calidad del
aceite vegetal, pues segin Medina (2013), el aceite vegetal entre mas liquido es
menos saturado, y por lo general los acidos grasos saturados provienen de los
animales, y su ingesta esta relacionada con el aumento de los niveles de colesterol
en la sangre.

En Ecuador, de acuerdo con lo reportado por Schettini (2013), los aceites
comestibles que se comercializan provienen de plantas como: palma, girasol, soya,
oliva y canola, siendo el aceite de palma africana uno de los principales aceites

vegetales que se producen y consumen, debido al bajo costo que conlleva su



produccion en comparacion con otros tipos de aceites. Es asi como segin LA
FABRIL (2018), a nivel de Latinoamérica, Ecuador es el segundo pais con mayor
produccién y consumo de aceite de palma industrializado. De esta planta se puede
obtener dos tipos de aceites que tienen diversos usos, del fruto se obtiene la materia
prima para la elaboracion de los aceites comestibles, mantequillas, y cremas. A su
vez de la semilla se obtiene el aceite de palmiste el cual se utiliza en la elaboracién

de productos cosmeticos.

De la misma manera Suaterna (2009), considera que el aceite de palma posee en
su composicién un alto contenido de &cidos grasos saturados y un indice de yodo
5-50, mientras que el aceite de oliva posee un alto contenido de acidos grasos
monoinsaturados cuyo indice de yodo es 50-100, el aceite de girasol, soya y maiz
poseen una proporcion media de acidos grasos poliinsaturados en el aceite y su
indice de yodo es de 100-150.

Por otro lado, segin lo mencionado por Rivera et al. (2014), ante la problematica
de redso y descarte de aceites usados, en paises de Latinoamérica como Colombia,
Perd, Chile y Argentina se ha establecido criterios y alternativas viables para
manejar de forma dptima el aceite de frituras. Estos criterios también son optados
por Ecuador segun la norma INEN (2014) RTE 232, en el cual establece requisitos
de calidad e inocuidad que deben cumplir los aceites y grasas utilizados durante el
proceso de frituras con la finalidad de proteger la salud de las personas.

En una investigacion realizada por parte de la Universidad de Palma en Per( se
determind, que actualmente la reutilizacion de los aceites comestibles ha
aumentado progresivamente, asi como el inadecuado manejo de los desechos de
dicho aceite. De acuerdo con Monsefu (2019) el aumento de la poblacion que se
dedica a la venta y consumo de comida rapida se debe a en gran medida a un
cambio en el estilo de vida de las personas, y la falta de empleo. El
desconocimiento sobre la reutilizacion del aceite por parte de las personas provoca
que la mayoria los arroje directamente al suelo y al sistema de alcantarillado, lo
cual deriva en serios problemas de contaminacién ambiental. Frente a lo

mencionado, Arias (2011) indica que una forma de prevencion al problema de



contaminacion es el de reutilizar este tipo de aceite, obteniendo diversos productos
como lubricantes y jabones. Ademas de la elaboracion de biocombustibles.

De acuerdo con Tacias Pascacio, Rosales Quintero, & Torrestiana Sanchez
(2016) en su estudio sobre la factibilidad en la elaboracion de un biodiesel a partir
de aceites residuales, indican que a través de un andlisis cromatogréfico, se pudo
evidenciar la presencia del &cido oleico, palmitico y estedrico. También se destaca
que, en muestras provenientes de otros productos de fritura, existe variacion en la
concentracion acido oleico y la presencia de un acido graso de cadena corta como

el cido miristico, son caracteristicas propias de un aceite residual de uso excesivo.

Aunado a esta problematica en la ciudad de Ambato, en un proyecto dirigido por
Silva (2006), sobre la determinacién de la calidad de los aceites reutilizados en
frituras, sefialé que de un total de 23 locales, el 30% necesita realizar cambios en
el uso del aceite, el 13% tiene una elevada reutilizacién del aceite, siendo no aptos
para la distribucion de este producto; y finalmente el porcentaje restante mantienen
un cambio constante del aceite vegetal quemado. Ademas, indicé que el uso
continuo del aceite genera sustancias toxicas que ponen en riesgo la salud de
aproximadamente 87082 nifios y adolescentes cuya edad comprende los 7 y 15
afios, siendo esta, la poblacion que mayormente consume este tipo de comida. Por
otro lado, Garcés (2019), expone que la mala gestion del aceite usado ha
ocasionado que las tuberias del alcantarillado se tapen y contamine el medio
ambiente, razon por la cual se instaurd un plan piloto para la recoleccion y
aprovechamiento de 100 litros de aceite vegetal quemado proveniente de diferentes

restaurantes de la Red de Plazas y Mercados del canton.

1.1.3. Validacién de un método analitico para la cuantificacion de acidos

grasos

La estandarizacion del método a validar consiste en la revision de informacion
preliminar, determinacion de parametros técnicos necesarios, que bajo la
implementacién del método cientifico permite asegurar la calidad de los
resultados. (Lopez. 2009). De esta forma a través de la experimentacion se busca

acercar los resultados obtenidos a valores que disminuyan el error de medicion.



Los parametros que permiten aseverar la calidad de la medicién se mencionan a

continuacion:

- Linealidad: establece la relacién proporcional entre la concentracion del
analito y la sefial de respuesta de la muestra analizada en el equipo. Permite
establecer el rango lineal en el que la muestra es cuantificable (Sotomayor.
2016).

- Precision: la precision es un pardmetro que evalla la semejanza entre los
valores obtenidos en muestra homogénea a través de varios ensayos o réplicas.
Para determinar el grado de dispersion de los datos obtenidos se evalla la
repetibilidad y reproducibilidad de estos (Herrera et al. 2008).

- Limite de deteccion y cuantificacion: el limite de deteccion hace referencia a
la concentracion minima del analito detectada de forma cualitativa por el
equipo. Es la minima concentracion del analito que es detectada de forma
cuantitativa a través del instrumento (Garzon & Popayan. 2008).

- Exactitud: de acuerdo con IMNC. (2008) en el vocabulario internacional de
metrologia, la exactitud se refiere a la proximidad que existe en la medida de
un valor y un valor verdadero tomado como referencia. Por lo tanto, lamedida
de un dato es mas exacta cuando existe menor error en su determinacion. Este
parametro se puede obtener a través de una sola medicion a diferencia de la
precision que requiere repetibilidad (Armenteros et al., 2010).

- Incertidumbre: Permite establecer un intervalo o rango de valores en los
cuales la medicion realizada en un proceso analitico es verdadera (Lopez.
2009). Con la finalidad de mejorar la calidad de los resultados analiticos y
cumplir con la normativa de un organismo regulador la incertidumbre es un
parametro que da fe de la trazabilidad de los datos, ademas de establecer un
rango de trabajo en el que se disminuye el error ocasionado por diversos
factores durante la medicion. Es importante establecer las fuentes que

intervienen u ocasiona un sesgo en la cuantificacion de un analito (Pina. 2014).

De acuerdo con Gutiérrez & Droguet. (2002) (citado por Almeida, J., & Macias,

D. 2020) existen varios métodos sean estos volumétricos, de extracciéon y de



identificacion de &cidos grasos entre ellos la cromatografia de gases, procedimiento
analitico que permite la separacion, reconocimiento y medicion de mezclas de
compuestos formados por estructuras volatiles. Dentro de las caracteristicas que
distinguen esta técnica estan su tiempo corto de analisis, su capacidad de resolucion
y alta sensibilidad. Ademaés, hay dos tipos la cromatografia de gas liquido (CGL)
y de gas solido (CGS).

Los analitos que son objeto de analisis son volatiles debido a esto es esencial
determinar las condiciones adecuadas en las que la muestra sera analizada por el

cromatdgrafo de gases, las mismas que se detallan a continuacion:

Temperatura de inyeccion: la muestra es inyectada a través de una aguja
hipodérmica para esto es necesario establecer una temperatura inicial elevada que

permita transformar la en vapor la muestra liquida.

Temperatura de analisis: se debe realizar un proceso de variacion de temperatura
en la columna mientras ocurre el proceso de separacion de los analitos da lugar a
la obtencién de las condiciones dptimas de analisis, es importante fijarse en el
aumento de la viscosidad de la fase estacionaria al variar la temperatura para
prevenir pérdidas de la eficiencia en la separacion (Mendieta, Ortega, Solano-
Cueva & Figueroa, 2017).

Flujo Split/ Splitless: la cantidad de muestra a inyectar en el cromatdgrafo de gases
es definida por la modalidad de flujo.

Split: se inyecta a un flujo determinado en la columna una menor cantidad de
muestra con la intencidn de prevenir sobrecargar la fase estacionaria, a través de

este proceso se obtienen picos mas agudos.

Splitless: se inyecta a un flujo determinado toda la muestra, se obtienen picos mas
dispersos y de mejor resolucion, permite separar el solvente empleado y determinar

trazas de compuestos (Stashenko & Martinez, 2009).

Flujo de fase movil: en la columna cromatogréafica la fase movil por lo general es
un gas inerte como el helio, que fluye a traves de esta. Segun Uribe & Montenegro
(2020) el gas debe pasar por un filtro de 0,2 um para asegurarse de no contener

impurezas que afecten a la medicion. Ademas, debe pasar por un



proceso de desgasificacion para evitar la existencia de mezclas de gases disueltos
que provocan errores en la sefial de respuesta del detector, la desgasificacion se

realiza por medio de bombeo de helio a traves del disolvente.

Para estandarizar un método analitico a través de cromatografia de gases, es
necesario contar con un adecuado manejo de las sustancias puras como son los
estandares y la correcta elaboracion de las curvas de calibracion para cada acido

graso (Lopez, 2009).

Este anlisis de perfil lipidico se realiza a través de cromatografia de gases, en este
proceso hay que transformar los acidos grasos en sus correspondientes metil
ésteres, compuestos menos reactivos y mas volatiles. Este procedimiento se realiza
debido a que la cromatografia de gases requiere elevar la temperatura, y los acidos
grasos poseen un grupo carboxilo terminal que le confieren a la molécula
caracteristicas polares, lo cual le permite producir dimeros de elevado punto de
ebullicién. Ademaés, segun lo sefialado por Delange (2006) de que estos
compuestos tienden a formar puentes de hidrégeno lo que facilita su adsorcion en
las superficies de la columna cromatogréfica y estas caracteristicas provocan
distorsion y perdida de estabilidad en las sefiales del cromatograma, ademas de

lecturas de picos falsos y finalmente errores en el proceso analitico.

Como una alternativa al uso de un Fame mix comercial (mezcla de acidos grasos)
el cual es un estandar que posee los acidos grasos mas importantes en diferentes
concentraciones, debido al elevado costo que este representa. Se busca desarrollar
y validar una metodologia para la determinacion de la degradacién y concentracién
de los principales acidos grasos: palmitico, estearico, oleico y linolénico, presentes

en los aceites de coccion.
1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

Cuantificar acidos grasos saturados e insaturados presentes en aceites comestibles
de consumo masivo en la ciudad de Ambato por el método de cromatografia de

gases acoplado a espectrometria de masas.



1.2.2. Objetivos especificos

- Validar un método analitico para la cuantificacion de los principales acidos
grasos en muestras de aceites reusados de centros de expendio de alimentos

en la ciudad de Ambato.

- Emplear una metodologia analitica para la determinacion de acidos grasos
saturados e insaturados en aceites de comestibles de consumo masivo en la
ciudad de Ambato

- Estimar el porcentaje de degradacion de aceites de consumo masivo

reusados de centros de expendio de alimentos en la ciudad de Ambato.

1.3. Hipdtesis
1.3.1. Precision del método
Hipotesis nula

La repetibilidad y reproducibilidad del método, analizado mediante las &reas de los
acidos grasos palmitico, esteérico, oleico y linolénico del estandar preparado, no
presentan diferencias significativas durante los dias que se realizé el andlisis

experimental.

Hipotesis alternativa

La repetibilidad y reproducibilidad del método, analizado mediante las areas de los
acidos grasos palmitico, estearico, oleico y linolénico del estandar preparado,
presentan diferencias significativas durante los dias que se realiz6 el analisis

experimental.

1.4. Sefialamiento de variables de la Hipotesis

1.4.1. Variable dependiente
Areas de los 4cidos grasos.
1.4.2. Variable independiente

Dias experimentales.

10



CAPITULO 1

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1. Material de andlisis
2.1.1.1. Estandares de acidos grasos

Estandar de metil éster de: acido palmitico, estearico, oleico y linolénico de la

marca sigma aldrich.

2.1.1.2. Muestras de aceites reusados

Se analizaron 5 muestras de aceites reusados provenientes de diferentes sectores
de la ciudad de Ambato, codificadas como C2, C6, C7, C9, C11.

2.1.1.3. Muestras de aceites comerciales (blancos)

Se emplearon 3 aceites comerciales correspondientes a los aceites de soya,
girasol y palma.

2.1.2. Material de laboratorio

Reactivos grado cromatografico
Reactivos grado analitico
Estandar para cuantificar cidos grasos
Material de plastico

Material de vidrio

Micropipetas

Pinzas

Viales

Microfiltros

Jeringuillas de plastico

Tarrinas estériles

Nevera portéatil (coolers)
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Papel filtro

2.1.3. Equipos

Balanza analitica
Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890B GC System, acoplado a un
detector de masas 5977A GC/MSD con sistema autosampler 7693.

2.1.4. Reactivos

Hidroxido de potasio
Acido clorhidrico
Metanol

Hexano HPLC
Hexano grado reactivo

2.2. Métodos
2.2.1. Recepcion y tratamiento de muestras de aceites reusados

Las muestras se obtuvieron a traves de la investigacion conjunta “Determinacion
de los indices de degradacion en aceites vegetales usados en procesos de fritura en
restaurantes de la ciudad de Ambato” perteneciente a la tesis de pre grado de Alex
Bombodn y parte del proyecto de investigacion “Determinacion de la relacion entre
acidos grasos saturados e insaturados en alimentos de consumo masivo mediante
el desarrollo e implementacion del método analitico, como aporte a la informacion
nutricional”. Siendo un total de cinco muestras facilitadas por parte de dicha
investigacion, las cuales tienen su respectiva zonificacion: C2 sector centro, C6
sector de 1zamba, C7 sector Huachi Chico, C9 sector Atocha- Ficoa, C11 sector

Celiano Monge.

De acuerdo con dicha investigacion las muestras de aceites fueron facilitadas y en
otros casos debieron ser compradas a centros de expendio de alimentos,
principalmente restaurantes de comida rapida ubicados en diferentes zonas de la
ciudad de Ambato.

El proceso de tratamiento y transporte de muestras llevado a cabo por dicha

investigacion se baso en lo mencionado por Cortez. (2014) al cumplir con normas

12



de calidad y asepsia en el manejo de los aceites para evitar la contaminacion de las
muestras, el volumen de cada muestra fue de 500 ml las cuales se encontraban en
frascos esteriles debidamente rotulados para su posterior analisis en el laboratorio,

siguiendo el manual de toma de muestras de alimentos y bebidas.

2.2.2. Tratamiento de las muestras de aceites reusados

2.2.2.1. Metil esterificacion de grasas

Los aceites recolectados pasan por un proceso previo de filtracién con el objetivo
de eliminar impurezas en la matriz, luego para proceder al analisiscromatogréafico
se requiere convertir los &cidos grasos presentes en las muestras de aceites en sus
respectivos metil ésteres (Valdez et al. 2009). Para este proceso, en un medio acido
0 basico, se hace reaccionar un triglicérido con un alcohol, para producir glicerina
y alquil ésteres, usando hidréxido de potasio como catalizador, como se observa
en la Figura 1. La formacion de este compuesto se realiza a través de dos etapas
principales. Se pesa aproximadamente 0,02g de la muestra de aceite en tubos
bacterioldgicos de tapa rosca, la primera etapa consiste en adicionar 2ml de
solucién metanol: KOH 0,5 N al tubo y llevarlo a bafio Maria en ebullicion durante
15min, posteriormente se debe dejar enfriar a temperatura ambiente. En la segunda

etapa, se adicionara 1ml de solucion metanol: HCl y se lleva a bafio Maria a 50°C.

A continuacion, se debera agregar 3ml de agua destilada y 10ml de hexano grado
cromatografico, luego se agitara la muestra en un vortex y se dejara reposar hasta
el dia siguiente. Finalmente, con una jeringa se procede a extraer aproximadamente
1,5ml de la parte superior del tubo y se micro filtra a través de un vial para su

respectivo analisis cromatografico.

CH,— COO—R1 CH,—OH
I Catalizador |
CH—COO-R2 + R'OH —— R1-COO—R' + CH-COO-—-R2
| I
CH;— COO—-R3 CH;— COO—-R3

Triglicérido Alcohol Ester Diglicerido

Figura 1. Formacion de metil-ésteres de acidos grasos.

(Pisarello, 2010).
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2.2.2.2. Andlisis de acidos grasos por cromatografia de gases

El equipo que se usaré para la cuantificacion de los acidos grasos presentes en la
muestra es el cromatografo de gases Agilent Technologies 7890B GC System, este
posee acoplado un detector de masas 5977A GC/MSD con sistema autosampler

7693, permite la separacion y el analisis de compuestos volatiles en una mezcla.

El sistema ocupa helio al 99,999%, como el gas inerte portador, para comenzar el
andlisis el sistema inyector tomaré un volumen de 0,2 pl del vial con la muestra y
esto pasard a la columna cromatografica DB WAX Agilent 122-7062 con
dimensiones 60m x 0,25mm. ID, 0,25um. A través del software se estable
manualmente condiciones Optimas de temperatura, polaridad, presion y velocidad
de flujo de la fase movil (Stashenko, 2009). Después a través del detector acoplado
al computador se observa el cromatograma con la separacion de cada acido graso
presente en la muestra inyectada. Se realizara la cuantificacion de los acidos grasos
a través de la preparacion de un FAME MIX con la mezcla de los acidos grasos
mas importantes y su posterior comparacion con el material de referencia FAME
MIX C8-C22.

El estandar y las muestras preparadas se corrieron en el cromatografo de gases bajo

las siguientes condiciones:

Tabla 1. Condiciones Optimas de operacion del cromatégrafo de gases Agilent
Technologies 7890B para la separacion de acidos grasos

Volumen de inyeccion 2uL
Presion de gases <100 psi
Flujo de trabajo Iml/min
Gas portador Helio
Proporcién de Split 50:01:00
Tiempo total de corrida 53 min
Temperatura de inyector 260°C
Temperaturay tiempo del horno
inicial 180°C /5 min
Temperatura y tiempo del horno
rampa 235°C/15 min
Temperatura maxima del horno 260°C
Temperatura del detector 260°C
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2.2.3. Determinacion de parametros de validacion del método analitico

Para realizar el proceso de estandarizacion del método analitico de cuantificacion
de acidos grasos se realizara un Fame mix, compuesto con 25mg de los metiles
ésteres de los &cidos grasos palmitico, estearico, oleico, linolénico disueltos en
hexano cromatogréfico, resultando asi un Fame mix del 10%p/v(stock). De esta
solucion se realizara diluciones del 0.5, 0.75, 1, 1.67, y 2 % p/v, estos seran los
patrones para la elaboracion de 5 curvas de calibracidon (una por semana) con la
finalidad de cumplir con los parametros estadisticos de sensibilidad, linealidad,
precision, exactitud, limite de deteccion y cuantificacion (Lopez, 2009). El
intervalo de concentracién en el que se trabajara depende de un andlisis de la
composicién de los &cidos grasos presentes en la mayoria de los aceites
comestibles. De acuerdo con Barajas et al. (2016), las concentraciones de estos
acidos van desde 1% hasta el 16.4% p/v, sin embargo, al exponer estos aceites a
temperaturas elevadas, en los procesos de coccién suelen disminuir su

concentracion hasta un 0,75%p/v en los aceites de palma, girasol y soya.

Los objetivos de la validacién que se consideran en la presente investigacion se
detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Identificacion de objetivos de la validacion para aceites comestibles
reusados

Parédmetro Objetivo
Selectividad Aceites reusados
comestibles
Limite de deteccion <0,5 %p/v
y limite de cuantificacion
Repetibilidad CV < 5% en todos los
Precision niveles de concentracion
Reproducibilidad CV < 5% en todos los
niveles de concentracion
Exactitud 80 -110%R en todos los
niveles de concentracion
Rango de trabajo 0,5 -2%plv
Incertidumbre < 30%
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2.2.3.1. Linealidad y sensibilidad

Se determino el intervalo de linealidad y sensibilidad para los principales &cidos
grasos presentes en las muestras de aceites, el acido palmitico, estearico, oleico y
linolénico. Los 3 primeros se encuentran en mayor concentracion con respecto a
los de mas acidos grasos en las muestras de aceites y la cuantificacion del acido
linolénico se lo realizé por su importancia en el analisis de la estabilidad de los
acidos grasos insaturados en el aceite residual. Se prepard curvas de calibracion a
partir de un estandar FAME MIX preparado en el laboratorio, para lo cual se peso
25 mg de cada metil ester de los &cidos grasos C16:0(palmitico), C18:0(estearico),
C18:1(oleico), C18:3(linolénico), los cuales fueron diluidos en 4ml hexano HPLC.
A partir de este, se realizaron 5 diluciones a diferentes concentraciones 0,5, 0,75,
1, 1,67, 2 % p/v y se diluyeron en 4ml de hexano HPLC. Como se muestra en la
Tabla 3.

Tabla 3. Intervalos de concentracion para cada acido graso

. Intervalo de
Material de - ,
s Peso Concentracion p/v  concentracién de la curva
analisis . .
de calibracion

Ac. 25mg 2,5% 0,5 - 2%
Palmitico ' ’
Ac 25mg 2,5% 0,5- 2%
Estearico ’ ’
Ac. Oleico 25mg 2,5% 0,5-2%
Ac.
Linolénico 25mg 2,5% 0.5-2%
Estandar 100mg 10% 0,5-2%

Se inyecto en el cromatografo cada dilucién por duplicado, estas representan los
puntos de la curva de calibracion, se obtuvieron los cromatogramas y las areas de
los metil esteres de los &cidos grasos correspondientes a su respectivo tiempo de
retencion. Mediante el software se pudo obtener la pendiente y el coeficiente de
correlacion para cada curva de calibracion. El andlisis de la linealidad viene dado
por el coeficiente de correlacion el cual debe ser superior a 0,995 para el proceso
de validacion del método analitico, la sensibilidad del método se obtiene con la
pendiente de la recta de cada curva de calibracion de acuerdo con la siguiente

ecuacion:y = mx + b, Donde:
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y= area bajo la curva para cada metil ester

m= pendiente de la recta

X= concentracién en %p/v

b= intercepto

2.2.3.2. Limite de deteccion y cuantificacion.

El limite de deteccion hace referencia a la concentraciéon minima del analito
detectada de forma cualitativa por el equipo. El limite de cuantificacion es la
minima concentracion del analito que es detectada de forma cuantitativa a través
del instrumento. Estos pardmetros fueron calculados a través de las curvas de
calibracion realizadas anteriormente debido a que las concentraciones con las que
se trabajaron cubrian intervalos bajos desde 0,5% p/v. Para el analisis del limite de
deteccidn y cuantificacion fue necesario calcular la desviacién estandar de cada
curva de calibracion correspondiente a cada acido graso. Los calculos se realizaron

de acuerdo con la ecuacion:
_ 2
o = V2O
n-2
(Ec.1)

Donde:

o = desviacion estandar
y=valor de la ordenada
y1=valor teorico de la ordenada obtenido a través de la ecuacion

n=numero de puntos de la curva de calibracion.

El limite de deteccidn y cuantificacion se calcul6 a través de la ecuacion:

30 100

< L= ¢

LD =

(Ec.2)
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Donde:
LD= limite de deteccion
LC= limite de cuantificacion
o = desviacion estandar de cada curva de calibracion

S= pendiente de la recta
2.2.3.3. Precision

La precisidn es un parametro que evalla la semejanza entre los valores obtenidos
en muestra homogeénea a través de varios ensayos o réplicas. Para determinar el
grado de dispersion de los datos obtenidos se evalua la repetibilidad y

reproducibilidad de estos (Herrera et al. 2008).

La repetibilidad se determiné mediante el analisis del promedio, desviacion
estandar, y coeficiente de variacion en muestras de aceite inyectadas al
cromatdgrafo por duplicado en el mismo dia, de acuerdo con la metodologia
anteriormente descrita. Para el andlisis de la reproducibilidad se procedié de la
misma manera sin embargo se inyectaron las muestras por duplicado en diferentes
dias. Ambos parametros se consideraron aceptables si el coeficiente de variacion
expresado en porcentaje es menor al 10% segin el AOAC este porcentaje se

calculd través de la siguiente ecuacion:

o
%CV =—x 100
Yo b

(Ec.3)
Donde Xes el valor promedio de las areas para las réplicas de cada acido graso.
2.2.3.4. Exactitud

De acuerdo con IMNC (2008) en el vocabulario internacional de metrologia, la
exactitud se refiere a la proximidad que existe en la medida de un valor y un valor
verdadero tomado como referencia. Por lo tanto, la medida de un dato es mas

exacta cuando existe menor error en su determinacion. Este parametro se puede
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obtener a través de una sola medicion a diferencia de la precision que requiere
repetibilidad (Armenteros et al. 2010).

La exactitud se determind a través del porcentaje de recuperacion para lo cual se
trabajo con el Fame mix preparado, identificando en la curva de calibracion el area
correspondiente a cada metil ester, y comparandolo con el &rea de cada metil ester
del material de referencia FAME MIX C8-C22, a cada éarea se le calcula la
concentracion a través de las curvas de calibracion del FAME mix elaborado en el
laboratorio, se calcula una concentracion obtenida y del FAME mix utilizado como
material de referencia se calcula una concentracion conocida. A continuacion, se

aplica la siguiente ecuacion:

%R » concentracion obtenida 100
oRecuperacion= — - x
Concentracién conocida

(Ec.4)

De acuerdo con el AOAC el criterio de aceptacion para él % de recuperacion es de
80 — 110%.

2.2.35. Incertidumbre

El andlisis de la incertidumbre se lo realizara enfocado a corroborar la seguridad y
fiabilidad de los resultados obtenidos durante el proceso de precision y exactitud
del presente método a validar. De acuerdo con Chairman & Secretary (2012) el
establecimiento de la incertidumbre de un proceso permite aseverar la validez del
mensurando. Para realizar evaluar la incertidumbre es necesario establecer
diversos factores que alteren el resultado de la medicion, indicando la diferencia
entre error e incertidumbre, segiin Amauris et al. (2017) el error esta definido por
la diferencia entre el valor medido y el valor real o de referencia que se pretende
obtener, resultado influenciado por diversos factores aleatorios. Sin embargo, la
incertidumbre establece un rango de trabajo en el que la medicion asegura la

confiabilidad de los resultados.

Por este motivo es necesario indicar que la incertidumbre estandar esta compuesta
de dos tipos: una incertidumbre tipo A ligada a la desviacion estandar de la

medicion, y la incertidumbre tipo B que hace referencia a factores no estadisticos
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que influyen en la medicion como lo son una desviacion estandar de la calibracion
de equipos que se ocupen en el analisis (Miranda, 2012). Para a validacién del
presente metodo analitico se utilizara la incertidumbre estandar tipo A, la cual se

calcula a través de la siguiente formula:

(Ec.5)

Donde:
U= incertidumbre estandar de las réplicas
0= desviacion estandar de las réplicas

n=numero de réplicas.

2.2.4. Andlisis estadistico

Se realiz6 un disefio de bloques completamente al azar (DBCA) para conocer el
grado de variacion que genera el tratamiento o factor: dias de experimentacién
sobre las unidades experimentales areas de los acidos grasos obtenidas a partir de
las concentraciones de estandares de metil esteres de: acido palmitico, &cido
estearico, acido oleico y &cido linolénico, determinando asi como se dio el
desempefio de la precision del método analitico, esta relacion se indica en la Tabla

1y Figura 2.

El disefio se realizd a 5 concentraciones diferentes (5 niveles de %p/v) aplicado a
4 tipos de acidos grasos con 2 repeticiones para cada uno y en 5 periodos de tiempo
o dias de la semana. Teniendo, asi como unidades experimentales 50 muestras por
acido graso y 200 muestras en total. El procesamiento de los datos se realizo a
través del software IBM SPSS Statistics 22, de manera que los resultados se
expresaron en promedio * la desviacion estandar y las hipétesis se comprobaron a

partir del analisis de varianza (ANOVA de un factor con el estadistico F).
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Tabla 4. Disefio experimental DBCA aplicado sefialamiento de tratamientos y unidades experimentales

Unidades experimentales

Concentracion %p/v
Tratamientos

0,5 0,75 1 1,67 2

Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4

T1:dia1l 1 212121212121212121212121212121212121212
T2: dia 2 1 212121212121212121212121212121212121212
T3: dia3 1 212121212121212121212121212121212121212
T4: dia 4 1 212121212121212121212121212121212121212
T5: dia 5 1 212121212121212121212121212121212121212

Nota: Tratamientos: dias de experimentacion; T1: tratamiento 1; T2: tratamiento 2; T3: tratamiento 3; T4: tratamiento 4; T5: tratamiento 5; Al: 4cido
palmitico; A2: acido estearico; A3: acido oleico; A4: acido linolénico; 1: réplica 1 del area del acido graso; 2: réplica 2 del area del acido graso.
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Estandar de Metil esteres de acidos grasos (palmitico, estearico, oleico y linolénico)

v v i v v
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia s

L { + J )

Preparacion del estandar de trabajo con 5 concentraciones:

v Y L Y L
Réplicas Réplicas Réplicas Réplicas Réplicas

0,5% plv }—’ Al A2 All Al2 A21 A22 A31 A32 Adl A42

0,75% pliv }—’ A3 || Ad Al3 || Al4 A23 |-a-t| A24 A33 || A34 A43 |-a-t| Ad4

1% plv }“’ o o Lt B A15 }4** A16 A25 }4—&» A26 A35 }4»» A36 A4S }44» A46
A7 |t A8

16r6pn | A17 |at{ AL8 A27 || A28 A37 || A28 A4T [ Ade
A9 |aAp-|Al0

2% plv }—' Al9 || A20 A29 || A30 A39 |-aAp| A4O A49 |-aAp=| ASO

Figura2. Disefio experimental DBCA del estandar de cada acido graso preparado.

Nota: A: area obtenida a través del cromatograma. Este diagrama ejemplifica el trabajo aplicado a un &cido graso (50 muestras), para los cuatro acidos
grasos se analizaron 200 muestras.
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CAPITULO 11l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Linealidad y Sensibilidad

Uno de los parametros para validar un método analitico es la linealidad y
sensibilidad, los cuales ayudan a que el método sea veraz y confiable. En este
apartado fue necesario determinar algunos estadisticos que ayuden a la obtencion
de este, para lo cual se realiz6 5 curvas de calibracién con 5 niveles de
concentracion, en 5 dias diferentes para los 4acidos grasos. En la tabla 5, se observa
los datos obtenidos de desviacion estandar, sensibilidad y coeficiente de
correlacion de los principales acidos grasos presentes en la degradacion de aceites
comestibles

Tabla 5. Intervalo de concentracion, desviacion estandar de la regresion,
sensibilidad, coeficiente de correlacion de los acidos grasos.

) Intervalo de Desviacién Coeficiente
Ac graso . estdndar dela  Sensibilidad de
concentracion - -
regresion correlacion
Palmitico 0,5 - 2% p/v 86900,2200 1614491,1235  0,9968
Estearico 0,5-2% plv 64628,3024 1472383,3734 00,9964
Oleico 0,5 - 2% p/v 130946,3928  2710646,5600  0,9972
Linolénico 0,5 - 2% p/v 64591,7414 1290287,3400  0,9976

A través del analisis cromatografico, se obtuvo areas promedio de los &cidos grasos
palmitico, estearico, oleico y linolénico. Ademas, se trabajé en un intervalo de
concentracion semejante al de los aceites de comestibles de soya, oliva y girasol.
Segun Bardjas et al. (2016) la concentracion de los aceites comestibles sujetos a
ciclos de coccion repetidos, y expuestos a temperaturas de 200°C suele bajar hasta
un 0,75% en p/v para el acido linolénico, el cual es el acido graso presente en
menor concentracion en este tipo de aceites. Por este motivo se realizo el estudio

en un intervalo de concentracion de 0,5 a 2 %p/v.

Las curvas de calibracion promedio de cada acido graso, indican un coeficientede

correlacion superior a 0,995 por lo cual las rectas de regresion lineal poseen una
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alta linealidad. De acuerdo con Vinagre (1997), la sensibilidad en cada curva de
calibracién se analiza mediante la pendiente de la recta. Como se puede observar
la pendiente positiva para cada curva de calibracion indica una relacion
directamente proporcional entre los datos, es decir que a mayor area se obtiene una
mayor concentracion de &cido graso. La desviacion estandar de la regresion lineal
determinada durante los 5 dias experimentales indica que existe poca dispersion de
los datos que permiten la construccién de la curva de calibracion, tomando en
cuenta que se trabaja con areas grandes. Referente al andlisis de la sensibilidad se
encontrd poca variacion en los valores expresados a traves de la desviacion
estandar de la pendiente examinada durante cada dia experimental. Estos
resultados coinciden con los reportados con Gémez (2017) en su investigacion
sobre el perfil de acidos grasos en aceite de palma, donde establece pendientes
similares en los 4 &cidos grasos palmitico, estearico, oleico y linolénico, en

concentraciones del 0,1, 0,4 y 0,8 %p/v, similares al rango de trabajo analizado.

A continuacién, las Figuras 3, 4, 5y 6 muestran las curvas de calibracion del primer
dia para el acido palmitico, esteérico, oleico y linolénico, graficadas con las areas
de cada acido graso con respecto a las concentraciones que fueron de: 0,5, 0,75, 1,
1,67 y 2 en %pl/v. Las graficas se obtuvieron a través de software Enhanced
Analysis Data del cromatdgrafo de gases Technologies 7890B GC System, con
detector de masas 5977A GC/MSD.

ac Palmitico
Response

1

2.00e+006-

1

Concentration

Figura 3. Curva de calibracién del acido palmitico
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Ac estearico
Response

2.00e+006-

1

L S e

Concentration

Figura 4. Curva de calibracion del &cido estearico

ac oleico
Response
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Figura 5. Curva de calibracion del &cido oleico

ac linolenico

Response

0
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Figura 6. Curva de calibracién del &cido linolénico
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3.2. Limite de deteccion y cuantificacion

En latabla 6, se muestra el limite de deteccidn y cuantificacion de cada acido graso,
obtenido a través de la desviacion estandar de la curva de calibracion promedio de

los 5 dias experimentales.

Tabla 6. Limite de deteccion y cuantificacion del método en % p/v

Acido graso Limite de deteccion (LD) Limite de cuantificacion

(LQ)
Palmitico 0,16 0,534
Estearico 0,129 0,433
Oleico 0,193 0,645
Linolénico 0,149 0,498

Los valores Precision del método Los valores del limite de deteccion vy
cuantificacion de acuerdo con el AOAC (1990) deben ser inferiores al Gltimo punto
de la regresion lineal. Como se puede observar, todos los valores del limite de
deteccidn estan por debajo de 0,5 %p/v, por consiguiente, en cualquier muestra de
aceite, que contenga concentraciones por encima de estos valores, se podra detectar
una sefial de los &cidos grasos presentes. Sin embargo, los valores del limite de
cuantificacién en los acidos grasos palmitico y oleico estan por encima del primer
punto de calibracion, mientras que para el acido estearico y linolénico se encuentra
por debajo del primer punto de calibracion. El limite de cuantificacion para el acido
palmitico presenta un valor de 0.534, y para el resto de los acidos grasos esta entre
0,433 y 0,645. Es decir que el método permite cuantificar acidos grasos en
concentraciones superiores a estos valores de forma precisa, por debajo de estos
valores se obtendran resultados cualitativos. De acuerdo con Olivo (2019) en su
investigacion sobre el efecto de la transesterificacion de aceites sobre la
cuantificacion de acidos grasos, manifiesta que valores bajos en el limite de
cuantificacién que sean cercanos al primer punto de la curva son resultados
consistentes debido a la composicion variada de la matriz con la que se trabaja. Asi
mismo Para et al (2009) (citado por Olivo, 2019) en su anélisis de la composicion
del aceite de oliva, establece valores para el limite de deteccion y cuantificacion de
0,0005 y 0,154%pl/v respectivamente, llegando a determinar concentraciones mas

bajas que las presentadas en esta metodologia para este tipo de aceite.
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3.3. Precision del método
3.3.1. Repetibilidad

En latabla 7, se observa el coeficiente de variacion para cada acido graso obtenido
a partir de la desviacion estandar de las réplicas de las areas obtenidas durante el
primer dia de analisis.

Tabla 7. Resultados del coeficiente de variacion de los &cidos grasos a diferentes
concentraciones durante el primer dia.

Acido graso/ — %CV__

%pl/v 0,5 0,75 1 1,67 2
Acido palmitico 1,044 1,149 1,058 1,134 0,635
Acido estedrico 0,146 1,008 0,011 2,866 0,024
Acido oleico 0,283 0,269 1,008 1,679 3,305
Acido linolénico 0,411 2,079 3,633 1,101 3,014

De acuerdo con el AOAC (1990), el coeficiente de variacion es un parametro
analitico que para objeto de validacién debe estar en un rango de analisis de
acuerdo con la concentracion del analito. Para la determinacién de &cidos grasos
presentes en muestras de aceites, las concentraciones menores al 1% deben tener
un coeficiente de variacion menor al 8%, concentraciones del 1 al 10% deben tener
un coeficiente variacion menor al 4% y para concentraciones superiores al 10%

deber ser menor al 2%.

Los coeficientes variacion analizados para cada acido graso en los intervalos de
concentraciones menores al 2% (punto superior de la curva de calibracion), indican
que se encuentran por debajo del 4%. Este resultado asegura que existe precision
en el analisis entre réplicas durante el primer dia de andlisis. Siendo la
concentracion del 1% del acido linolénico la de mayor coeficiente de variacion con
un valor de 3,633%. Como se observa en el anexo 3. Para el segundo dia, el acido
estearico de concentracion 1,67% tiene el mayor coeficiente variacion con un valor
de 3,24%, el tercer dia es el acido linolénico al 2% con un coeficiente variacion de
3,626%, el cuarto dia es el acido linolénico al 1,67% con un coeficiente de
variacién de 3,792%, y el quinto dia, el acido oleico al 0,75% tiene el coeficiente
de variacion mas alto con un 3,978%. Sin embargo, todos los coeficientes de

variacion analizados se encuentran por debajo del 4%, siendo el acido linolénico
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el que ha presentado mas variaciones entre dias. Un coeficiente de variacion bajo
en el anélisis de la repetividad indica una disminucién de los errores que pueden
alterar los resultados del analisis quimico. En una investigacion realizada por
Medina (2014) sobre la determinacion del contenido de acido oleico y linolénico
en aceites por cromatografia de gases, establece que el acido oleico a la
concentracion del 1,8%p/v posee valores de %CV de 3,76, mientras que para el
acido linolénico al 0,75%p/v posee un %CV de 3,09, valores similares a los

reportados en el presente estudio.

3.3.2. Reproducibilidad

En la tabla 8, se puede observar el coeficiente de variacion de los acidos grasos
palmitico, esterico, oleico y linolénico a 5 niveles de concentracion diferentes,
con el objetivo de determinar la precision del método.

Tabla 8. Resultados del coeficiente de variacion de los acidos grasos a diferentes
concentraciones durante 5 dias.

Acido graso/ %p/v 2HCY
0,5 0,75 1 1,67 2
Palmitico 0,979 0,016 0,015 0,005 0,005
Estearico 0,611 0,013 0,009 0,012 0,009
Oleico 1,158 0,010 0,006 0,005 0,005
Linolénico 0,310 0,025 0,015 0,014 0,009

Los valores del coeficiente de correlacion expresados en porcentaje para cada uno
de los niveles de concentracidn estan por debajo del 10%. Es decir que para cada
acido graso el porcentaje del coeficiente correlacion estuvo dentro de los limites
de aceptacion inferiores al 4% para concentraciones del 1 al 10%, siendo la
concentracion del 0,5% correspondiente al &cido oleico, la de mayor coeficiente de
correlacion con un valor de 1,158%. El grado de dispersion de los datos analizados
a través del coeficiente de variacion en la repetibilidad, es mayor al analizar los
resultados del coeficiente de variacion de la reproducibilidad. Este resultado se
puede justificar por la variacion de los dias en los que se realizo el analisis
ocupando el mismo analista y equipo. De acuerdo con Rodriguez et al. (2009) la
poca variacion de los resultados obtenidos a través del coeficiente de variacion

indica que el factor dia, no influye en la precision del método. En tal sentido los
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valores del %CV reportados para el &cido oleico y linolénico son semejantes los
establecidos por Medina (2014) donde el acido oleico posee un %CV de 4,98 yel
acido linolénico un %CV de 4,40, resultados superiores a los estimados en esta

metodologia.

3.4. Exactitud

El porcentaje de recuperacion se determiné mediante el andlisis de la concentracion
de los acidos grasos presentes en el estandar de acidos grasos preparado en el
laboratorio y su respectiva comparacion con el material de referencia certificado
FAME MIX C8-C22.

Tabla 9. Resultados del porcentaje de recuperacion de los &cidos grasos a
diferentes concentraciones comparados con el estandar del material de referencia

Acido Concentracion Area promedio Concentracion %Exactitud

graso %P/V MR MR
Palmitico 1 1573030,473 0,974 102,636
Estearico 0,5 752877,781 0,474 105,386
Oleico 15 3910834,995 1,443 103,967
Linolénico 0,5 613386,319 0,475 105,177

Nota: MR: Material de referencia

e Material De Referencia

Los resultados de las areas promedio de los &cidos grasos palmitico, esteéarico,
oleico y linolénico del material de referencia FAME MIX C8-C22 se introdujeron
en la curva de calibracién promedio elaborada para la validacion del método
analitico, de esta manera se obtuvo las concentraciones de los acidos grasos reales

en porcentaje peso/volumen, como se indica en la Tabla 9.

Se analizé el porcentaje de exactitud en un intervalo de concentracion de 0,5% al
1,5% debido a que el peso presente en el material de referencia variaba segun el
acido graso. De esta forma se estimd un volumen de dilucion del material de
referencia para obtener concentraciones similares al estandar preparado en el
laboratorio. Como se observa en el Anexo 5, se ocupd un volumen total de 1ml del
material de referencia de FAME MIX C8-C22 diluido a un volumen total de
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1,276ml, obteniéndose las concentraciones de la Tabla 9. Estas concentraciones se
compararon con las preparadas en el laboratorio y se obtuvo un porcentaje de

recuperacion.

De acuerdo con la AOAC, el método es exacto si su porcentaje de recuperacion se
encuentra entre 80 al 110%. Al realizar la comparacion del estandar preparado en
el laboratorio con el material de referencia, las concentraciones de los acidos grasos
se encuentran dentro de los limites de aceptacion, siendo el &cido estearico el de
mayor porcentaje de recuperacion con 105.38%. Al comparar este resultado con
una investigacion realizada por Rebolledo (2009), sobre validar un método para
determinar &cidos grasos en aceite de oliva, indica que el &cido estearico presento
un porcentaje de recuperacion mas bajo con un 77%, sin embargo, la metodologia
que emplea para determinar la exactitud del método es diferente por cuanto,
fortifica la muestra con una concentracion conocida. Los resultados obtenidos a
través de la metodologia establecida en el presente estudio establecen que el
método es mas exacto para el acido graso con mayor porcentaje de recuperacion.
Por lo tanto, el método analitico tiene mayor exactitud para el acido esteéarico.

3.5. Incertidumbre

3.5.1. Incertidumbre de la precision

La determinacion de la incertidumbre se realizé a través del analisis de las aéreas
bajo la curva de los &cidos grasos en estudio. En tal sentido se calculd la

incertidumbre de las réplicas a lo largo de 5 dias experimentales.

Tabla 10. Incertidumbre de la precision del método analitico

U Acidos grasos

%plv Palmitico Estearico Oleico Linolénico
0,5 2508 1675 5516 673
0,75 56 46 61 73
1 72 40 50 63
1,67 43 99 73 100
2 49 82 94 74

Nota: U: Incertidumbre
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Como se puede observar en la Tabla 10, los valores asociados a la incertidumbre
de las areas son relativamente bajos considerando el gran tamafo de las areas que
arroja la sefial del cromatograma, el valor més alto en cuanto a incertidumbre se
refiere es para el &cido oleico a una concentracion de 0,5%p/v, se sabe que mientras
mas pequefio sea el valor de la incertidumbre es mas confiable el resultado del
analisis. Sin embargo, también es importante mencionar que las muestras de aceites
poseen mayores concentraciones de acido oleico por lo tanto su area tiende a ser
mayor. Ademas, si se observa la incertidumbre de todos los &cidos grasos a la
concentracion de 0,5 %p/v es mucho mayor durante este primer punto de
calibracion, siendo que existe mayor variacion de los resultados para el acido
oleico en el rango del 95% de confianza, establecido esto se lo puede atribuir a
errores del analista en la preparacion del estandar por trabajar con volimenes

pequefios para la dilucion.
3.5.2. Incertidumbre de la exactitud

La incertidumbre para la exactitud del método se determind a través de la
comparacion de las concentraciones del estandar preparado y el material de
referencia FAME MIX C8-C22 100MG

Tabla 11. Incertidumbre de la exactitud del método analitico

Acido  Concentracién Concentracion Promedi o U
graso STD %pl/v MR 0
Palmitico 1 0,974 0,987 0,018 0,013
Estearico 0,5 0,474 0,487 0,018 0,013
Oleico 15 1,443 1,471 0,040 0,029
Linolénic
0 0,5 0,475 0,488 0,017 0,012

Nota: MR: Material de referencia

En la Tabla 11 se observa las concentraciones del estandar en las que se evaluaron
el parametro de exactitud, estas concentraciones se compararon con las del material
de referencia y se obtuvieron los estadisticos necesarios para el célculo de la
incertidumbre estandar, como se puede analizar los valores de incertidumbre para

cada concentracion son bajos y reafirman la confiabilidad de los datos obtenidosa

31



través de la validacion del método. La incertidumbre estdndar del &cido oleico es
superior a la reportada para los demas &cidos grasos, resultado que corrobora lo
obtenido a través de la incertidumbre de la precision. Al comparar estos resultados
con los obtenidos por Carranza (2016) donde establece una metodologia para
determinar antioxidantes en aceites y grasas, al determinar la incertidumbre
expandida del método, manifiesta que puede existir mayor rango de incertidumbre

en concentraciones bajas del analito.

3.6. Cuantificacion y degradacién de acidos grasos en muestras

En la Tabla 12 se puede observar las concentraciones de los acidos grasos
palmitico, esteérico, oleico y linolénico para las muestras de aceites reusados C2,
C6, C7, C9, y C11 provenientes de restaurantes de la ciudad de Ambato. El calculo
para la determinacion de las concentraciones en %p/v se puede observar en el

Anexo 6.

Tabla 12. Concentracién en %p/v de acidos grasos en muestras de aceites

%p/v Muestras de aceites

Acido graso C2 C6 C7 C9 C11
Palmitico 0,124 0,873 0,805 0,630 0,111
Estearico 0,872 - - 0,752 0,168
Oleico 1,202 0,781 0,407 0,943 0,149

Nota: C2: muestra de aceite reusado del sector centro; C6: muestra de aceite
reusado del sector 1zamba; C7: muestra de aceite reusado del sector Huachi
Chico; C9: muestra de aceite reusado del sector Atocha Ficoa; C11: muestra de
aceite reusado del sector Celiano Monge.

A través de la metodologia establecida, luego de cumplir con los parametros de
validacion se utilizd la curva de calibracién promedio para determinar las
concentraciones de los acidos grasos presentes en las muestras de aceites, para cada
muestra se obtuvieron concentraciones de acidos graso inferiores al 1,2 %p/v, sin
embargo algunas muestras no poseen concentraciones cuantificables de los acidos
grasos, como es el caso de la muestra C6 y C7 las cuales no poseen concentraciones
detectables del &cido estearico, de la misma forma en las muestras analizadas no se
pudo cuantificar el acido linolénico (Alireza, Tan, Hamed, & Che Man, 2010),
en su estudio sobre la composicion de los acidos grasos durante el proceso de

fritura, sefialan que durante la fritura ocurre una serie de reacciones
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como oxidacion, polimerizacion, isomerizacion y ciclacion que dan lugar a la
degradacion de los acidos grasos y formacion de compuestos volatiles y no
volatiles que afectan de forma sensorial y nutricional al aceite. Ademas, indican
que la concentracion de &cidos grasos extraidos del aceite de papas fritas contiene
acido palmitico (7,4-32,1 g / 100 g), oleico (42,5-64,2 g / 100 g) y &cido linoleico
(16,6-31,9 g / 100 g), estos resultados se contraponen a los encontrados, debido a
que las muestras cuantificadas poseen concentraciones mas bajas en estos acidos
grasos. Sin embargo, esto se puede deber a que el uso excesivo de los aceites

disminuye la concentracion de los &cidos grasos presentes.

Estos resultados mantienen similitud al no encontrar concentraciones de a acido
linolénico, lo cual es un indicativo de la baja calidad nutricional de los aceites
comestibles. En otras investigaciones realizadas por Rivera et al. (2014)
manifiesta que la concentracion de acido palmitico en %p/v en aceites de oleina de
palma cuyo fin es usarlo en proceso de frituras se encuentra en 0.09%p/v, después
de haber sido sometido durante 20 dias a un proceso de fritura a una temperatura
de 185°C, demostrando de esta manera que este proceso influye a disminuir estas
concentraciones en los acidos grasos, como es el caso de la presente investigacion
donde la muestra C11 proveniente del sector de Celiano Monge, tiene una
concentracion de &cido palmitico de 0,111%p/v, lo cual se puede atribuir al gran
namero de locales que se dedican al expendio de comida rapida.

De este modo, para determinar un porcentaje de degradacion de las muestras de
aceites fue necesario analizar la concentracion de los acidos grasos en blancos de

aceites comestibles de palma, soyay girasol. Como se observa a continuacion.

Tabla 13. Concentracion en %p/v de acidos grasos en aceites comestibles

%p/v Blancos de aceites comestibles

Acido Palma Girasol Soya
graso

Palmitico 1,99303867 1,28764529 1,70379928
Estedrico  1,2119565 - 1,27972439

Oleico _ 2,41950024 3,81744531 1,91796086
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Al comparar estos resultados, se puede evidenciar una disminucion en la
concentracion de los &cidos grasos, de este modo se puede establecer un porcentaje
de degradacion de las muestras para cada blanco calculado en el Anexo 8. De
acuerdo a lo reportado por Valenzuela, Sanhueza, & Nieto (2003) la mayoria de
los aceites vegetales comestibles aportan con una proporcién de acidos omega-6,
siendo el principal el &cido linoleico, a excepcion del aceite de oliva cuyo
porcentaje de acido oleico es del 78% y una concentracion de acidos omega-3
(acido a-linolénico) del 10% en aceites de soja, canola y linaza. Estos resultados
se corroboran en la presente investigacion, Tabla 14, al encontrar un contenido
elevado de &cido oleico, por sobre los demas &cidos grasos estudiados. Sin
embargo, en los aceites comerciales analizados no se encontraronconcentraciones
de acido a-linolénico. Esto se puede deber a que estén presentes en el aceite en

concentraciones tan bajas que el método aplicado no las detecta.

Tabla 14. Porcentaje de degradacion de los &cidos grasos en las muestras de
aceites provenientes de restaurantes usando el aceite girasol como blanco.

% Degradacion en muestras

Acido graso (o7 C6 C7 C9 Cc11
Palmitico 90,374 32,177 37,457 51,102 91,358
Oleico 68,506 79,533 89,345 75,290 96,089

Nota: C2: muestra de aceite reusado del sector centro; C6: muestra de aceite
reusado del sector Izamba; C7: muestra de aceite reusado del sector Huachi Chico;
C9: muestra de aceite reusado del sector Atocha Ficoa; C11: muestra de aceite
reusado del sector Celiano Monge.

El porcentaje de degradacion se establecio a través de una comparacion de la
concentracion de acidos grasos en los aceites reusados y los principales aceites
comerciales, los cuales estaban sellados y no se les habia dado ningun uso, estos
aceites se los establecié como blancos en el presente estudio. El calculo para la
determinacion del porcentaje de degradacidn se encuentra en el Anexo 8. En efecto
la mayoria de las muestras representan un porcentaje de degradacién elevado al
comparar su concentracion con la de un aceite sin usar. Siendo la muestra C11 la
que presenta mayor degradacion con un 96% para el acido oleico. Al comprar estos

resultados con una investigacion realizada por parte de Barajas et al. (2016) sobre
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el efecto del estrés térmico en la degradacion de &cidos grasos en aceites
comestibles, establece que el aceite de soya al incrementar su temperatura por
sobre los 180°C durante 2 horas reduce su concentracion de acido palmitico en un
30%, de &cido estearico en un 64,07% y de acido oleico en 24,25%. Asimismo,
manifiesta que para el aceite girasol, la concentracion de &cido palmitico
disminuye en un 62,96% y para el acido oleico su concentracion disminuye en un
65,06%, si bien la metodologia empleada para determinar el porcentaje de
degradacion es diferente por cuanto utilizan cinéticas de degradacion los resultados
se corroboran con la presente investigacion donde se establece un porcentaje de
muestras degradadas por encima del 32,17%.

Dentro de este marco, con el fin de aseverar la degradacion de las muestras de
aceite, se analizaron los siguientes parametros: indice de peroxidos, acidez, y

densidad para conocer la calidad y el estado fisico del aceite.

Tomando los resultados de la investigacion conjunta Determinacion de losindices
de degradacién en aceites vegetales usados en procesos de fritura en restaurantes
de la ciudad de Ambato” perteneciente a la tesis de pregrado de Alex Bombon y
que forma parte del proyecto de investigacion “Determinacion de la relacionentre
acidos grasos saturados e insaturados en alimentos de consumo masivo mediante
el desarrollo e implementacion del método analitico, como aporte a la informacion

nutricional”, como se observa en la Tabla 15.

Tabla 15. Parametros fisicoquimicos de la calidad del aceite reusado.

indice de Acidez
Muestras  perdxidos meq %acido Densidad
02/Kg oleico mg/ml
C2 8,229 0,216 1,29
C6 6,08 0,216 1,23
C7 1,145 0,378 1,23
C9 7,515 0,244 1,38
C11 3,808 0,456 1,21

Los resultados del indice de peroxidos en las muestras se compararon con la norma
para grasas y aceites comestibles no regulados, donde el valor maximo es de 5

miliequivalentes de oxigeno por kilogramo de aceite (FAO, 2015). Donde se puede
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observar que la muestra C2, C6 y C9 posee valores de 8,22, 6,08 y 7,515 meq
0O2/Kg respectivamente, son cantidades elevadas de peroxidos lo cual permite
inferir en el estado de las muestras, el grado de oxidacién al que estan expuestos
los acidos grasos insaturados.

Estos resultados se pueden comparar con los establecidos en la investigacion de
Astudillo (2018), donde obtuvo concentraciones por encima de 10,1 meq O2/Kg,
en aceites vegetales usados durante 72 horas a una temperatura de 200°C, el uso
continuo de estos aceites comestibles permite la formacion de compuestos
hidrogenados, derivados de los &cidos grasos libres presentes en el aceite, el
aumento de la temperatura favorece en el desprendimiento del hidrogeno en las
moléculas de los &cidos grasos insaturados. Este proceso da lugar a reacciones de
peroxidacion, los hidroperdxidos son un indicativo del estado fisicoquimico del
aceite, asi como de su estabilidad, en efecto a mayor concentracion de perdéxidos

en las muestras de aceite mayor estado de degradacion del aceite (Villacreés, 2016).

Para reafirmar lo anteriormente expuesto, el parametro de acidez permite analizar
el grado de rancidez del aceite. La acidez se expresa como porcentaje de acido
oleico, debido a que este parametro es una medida de la cantidad de &cidos grasos
libres y el peso molecular de &cido graso libre es el mismo que del &cido oleico
(Franco-Mora et al. 2015). Su elevada concentracidn, establece que a medida que
aumenta la temperatura durante la coccién se produce una hidrolisis de los
triglicéridos, formando cadenas de acidos grasos libres dispuestos para el proceso
oxidativo. De acuerdo con INEN (2012) el valor maximo de acidez para aceites
comestibles de palma esta en 0,3%, mientras que, para el aceite de girasol, esta en
0,05%, en virtud de los resultados se puede observar que las concentraciones de

acidez estan por encima de estos valores.

A través de la metodologia establecida, y cumpliendo con los objetivos de
validacién de un método para cuantificar acidos grasos saturados e insaturados.
Fue posible determinar un deterioro en el estado del aceite, después de analizar la
concentracion y degradacion de los principales acidos grasos presentes muestras

de aceites reusados provenientes de diferentes sectores de la ciudad de Ambato.
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3.7. Verificacion de Hipdtesis

El modelo experimental realizado para la validacion de la precision y exactitud del
método fue un Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA), en donde se
compard la varianza de los tratamientos (dias en los que se realizo el experimento)
y la varianza del error, mediante la aplicacion de una distribucion. El analisis
estadistico demuestra que no existen diferencias significativas entre las varianzas
de las areas de los &cidos grasos para cada concentracion del estandar durante 5
dias diferentes. Por cuanto el valor p de la razon F es superior a 0.05 a un nivel de

confianza del 95%. Por lo tanto, se acepta la Hipotesis nula.

Tabla 16. Resultados de prueba F para los acidos grasos a diferentes

concentraciones durante 5 semanas.

Valor-P de la razon F

Acido graso/

%oplv 0,5 0,75 1 1,67 2
Palmitico 0,960 0,073 0,076 0,804 0,741
Estearico 0,998 0,275 0,193 0,130 0,073
Oleico 1 0,389 0,303 0,390 0,364
Linoleico 0,819 0,076 0,080 0.096 0,526
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se cuantificaron los &cidos grasos saturados e insaturados presentes en las muestras
de aceites comestibles reusados C2, C6, C7, C9y C11 provenientes de restaurantes
de consumo masivo dentro del canton Ambato en los sectores centro, I1zamba,
Huachi Chico, Atocha Ficoa y Celiano Monge, respectivamente, a través de
cromatografia de gases con espectrometria de masas empleando el patron
preparado a partir de una mezcla de metil esteres de acidos grasos (FAME MIX)
obteniendo cantidades bajas de los &cidos palmitico en un rango de 0,111 a
0,873%plv, acido estearico de 0,168 a 0,872% pl/v, acido oleico de 0,149 a
1,202%p/v para todas las muestras de aceites reusados, ademas se evidencid que
algunas muestras contenian concentraciones de acido linolénico por debajo del
limite de deteccion del método por cuanto no se pudo cuantificar este &cido graso

en las muestras.

Se validé una metodologia analitica para la cuantificacion de los acidos grasos
palmitico, estearico, oleico y linolénico, presentes en muestras de aceites
comestibles reusados, por medio de la preparacion de un estandar que contiene una
mezcla de los acidos grasos de interés en un rango de concentracion de 0,5 hasta
2%p/v tomando en cuenta que los aceites expuestos a situaciones de estrés térmico
contienen concentraciones similares a este rango, el estandar preparado se comparo
con un material de referencia certificado (FAME mix comercial C8-C22 100MG)
para evaluar la exactitud del método analitico. De esta forma se cumplieron los
objetivos de validacion del método analitico para los siguientes pardmetros:
linealidad presentando un R? en las curvas de calibracion promedio para acido
palmitico de 0,9968, acido estearico 0,9964, acido oleico 0,9972 y acido linolénico
de 0,9976. Con respecto al limite de deteccion las menores sefiales que seran
detectadas por el equipo van desde 0,16 a 0,149%p/v, el limite de cuantificacion
fue de 0,433 a 0,645%p/v. En cuanto a los parametros que definen la precision, los

resultados de repetibilidad y reproducibilidad el coeficiente de variacién se
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encontrd menor al 5% en todos los niveles de concentracion en los cuatro acidos
grasos. Sobre la exactitud el porcentaje de recuperacion fue elevado para todos los
acidos grasos siendo el acido estearico el de mayor valor 105,386%. Finalmente,
los resultados de la incertidumbre aplicada a la precision establecieron que existe
mayor dispersion de los datos a una concentracion del 0,5%p/v en todos los acidos
grasos, asimismo la incertidumbre asociada a la exactitud refleja una escasa

diferencia de 0,012 a 0,029 entre el estandar preparado y el material dereferencia.

Se empled una metodologia analitica que permitié determinar dos acidos grasos
saturados (&cido palmitico y &cido esteérico) y dos acidos grasos insaturados (acido
oleico y acido linolénico) en muestras de aceites vegetales reusados. De esta forma
se evidencid el estado y composicion del aceite, teniendo un estado de deterioro
avanzado reflejado a través de la disminucion de la cantidad de &cidos grasos, la
ausencia del &cido linolénico y la variacion de los parametros fisicoquimicos como

indice de perdxidos, densidad y acidez.

Se establecio el porcentaje de degradacion comparando la concentracion de los
acidos grasos de los blancos (aceites comerciales de palma, de soya y girasol) en
estado inicial es decir sin haber sido sometidos a procesos de estrés térmico y la
concentracion de los &cidos grasos en las muestras de aceites reusados. En efecto
se evidencid una disminucién en la concentracion de los acidos grasos presentes
en las muestras de aceites reusados, de los cuales solo en los &cidos grasos
palmitico y oleico fue posible determinar su porcentaje de degradacion debido a
que el resto de los &cidos grasos presentaron una concentracion tan baja que no
pudo ser detectada. Los resultados con mayor porcentaje de degradacion
corresponden a la muestra, C11 proveniente del sector Celiano Monge con un
91,358% de acido palmitico y un 96,089% de acido oleico. Lo anteriormente
expuesto sugiere que las altas temperaturas a las que fueron sometidas las muestras
de aceites influyen en su degradacion. Aunado a esto los resultados de los
parametros fisicoquimicos como indice de peroxidos, acidez y densidad indican un
deterioro en el estado del aceite, la muestra C2 sector centro presenté mayor indice
de perdxidos 8,229 meq O2/Kg sefialando que esta contiene compuestos polares
que alteran la calidad del aceite, la muestra C11 sector Celiano Monge tuvo mayor

de acidez (cantidad de &cido oleico) con un 0,456% lo cual indica mayor
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degradacion de los triglicéridos presentes y acerca de la medicion de la densidad
la muestra de mayor valor corresponde a C9 del sector Atocha Ficoa con un valor
de 1,38 mg/ml.

4.2. Recomendaciones

Para profundizar en el analisis del estado de degradacion de los acidos grasos se
recomiendo realizar un analisis del indice de yodo en las muestras reusadas, para
establecer la relacién con la cantidad de acidos grasos poliinsaturados y grasas

trans presentes en las muestras de aceites.

Ademas, se recomienda realizar curvas de degradacion de los aceites comerciales
méas usados para la preparacion de comida rapida, de esta forma se podra
determinar con mas eficacia el porcentaje de degradacion a ciertas temperaturas de

cada acido graso.

Durante el proceso de elaboracion del estandar se debe elaborar la curva de
calibracion de forma diaria, por cuanto el hexano hplc ocupado para preparacion
de las diluciones se evapora con facilidad, o a su vez se sugiere trabajar con otro

solvente menos volatil.
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ANEXOS

ANEXO 1. Curvas de calibracién

Tabla 17. Areas promedio de cada &cido graso durante 5 dias

Areas
Concentraci Ac. Ac. Ac.
on Palmitic Estearic Ac. Linolénic
%op/v 0 0 Oleico 0
0,5 809997.,6 867455,2 1505712, 686130
6
0,75 1113609, 1116164, 2010942 924014,4
6 6
1 1530665, 1462471, 2810229 1322560,2
6 6
1,67 2711161, 2518738, 4529457, 2237963
8 4 8
2 3151748 3023227, 5556490, 2549422 2
6 8
Acido Palmitico v = 2E+06X
3500000 R =0,9968
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Figura 7. Curva de calibracion promedio del acido palmitico
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Figura 8. Curva de calibracion promedio del &cido estearico
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Figura 9. Curva de calibracion promedio del acido oleico
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Acido Linolénico y = 1E+06x

2 =
3000000 R#=0,9957

2500000
2000000
1500000
1000000

500000

0
0 0,5 1 1,5 2

Figura 10. Curva de calibracion promedio del &cido linolénico

ANEXO 2. Limite de deteccion y cuantificacion

Tabla 18. Areas del &cido palmitico

Y= Area Yi= Area
experimental tedrica
803558,6 807245,5618
1113695,4 1210868,343
1530717,2 1614491,124
2711132,8 2696200,176
3151796 3228982,247
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Tabla 19. Areas del acido estearico

Y= Area Yi= Area
experimental tedrica
867904 790501,6867
1116274 1158597,53
1462411 1526693,373
2518771 2513190,234
3023257 2999076,747

Tabla 20. Areas del 4cido oleico

Y= Area Yi= Area tedrica
experimental
1526015 1355323,28
2111032 2032984,92
2810229 2710646,56
4534873 4526779,755
5342352 5421293,12

Tabla 21. Areas del 4cido linolénico

Y= Area Yi= Area tedrica
experimental
686137 645143,6722
924013 967715,5083
1322560 1290287,344
2237923 2154779,865
2549404 2580574,689
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Repetibilidad

Dia 1.

ANEXO 3.

Precision

Tabla 22. Estadisticos de las areas del acido palmitico

Concentracién Area

Estadisticos

%P/V Diala Dialb Promedio Desviacion % CV u

0,5 803600 815550 809575 8449,92604 1,044 5975
0,75 1113540 1113700 1113620 12800 1,149 9050,967
1 1530790 1530610 1530700 16200 1,058 11455,130
1,67 2711256 2711008 2711132 30752 1,134 21744,948
2 3151700 3151900 3151800 20000 0,635 14142,136

Tabla 23. Estadisticos de las areas del acido estearico

Concentracion Are Estadisticos
a
%
%P/ Diala Dialb Promedio Desviacion cVv u
0,5 868800 867008 867904 1267,135 0,146 896
0,75 1116349 1116199 1116274 11250 1,008 7954,951
1 1462402 1462420 1462411 162 0,011 114,551
1,67 2518961 2518581 2518771 72200 2,866 51053,110
2 3023238 3023276 3023257 722 0,024 510,531
Tabla 24. Estadisticos de las areas del acido oleico
Concentracion Are Estadisticos
a
%
%P/ Diala Dialb Promedi Desviaci6 C u
0] n V
0,5 1503000 1509030 1506015 4263,854 0,283 3015
0,75 2010980 2011084 2011032 5408 0,269 3824,033
1 2810110 2810348 2810229 28322 1,008 20026,678
1,67 4529260 4529650 4529455 76050 1,679 53775,471
2 5556799 5556193 5556496 183618 3,305 129837,53
3
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Tabla 25. Estadisticos de las areas del acido linolénico

Concentracion

Area

Estadisticos

%

%P/V Diala Dialb Promedio Desviacion CV u
0,5 688125 684135 686130 2821,356 0,411 1995
0,75 924111 923915 924013 19208 2,079 13582,107
1 1322715 1322405 1322560 48050 3,633 33976,481
1,67 2238034 2237812 2237923 24642 1,101 17424,525
2 2549600 2549208 2549404 76832 3,014 54328,428

Dia 2.
Tabla 26. Estadisticos de las areas del acido palmitico
Concentracién Area Estadisticos
0/0

%P/V Dia2a Dia2b Promedio Desviacibn CV u
0,5 803010 820536 811773 12392,753 1,527 8763
0,75 1113580 1113420 1113500 12800 1,150 9050,967
1 1530400 1530200 1530300 20000 1,307 14142,136
1,67 2711440 2711134 2711287 46818 1,727 33105,325
2 3151803 3151847 3151825 968 0,031 684,479
Tabla 27. Estadisticos de las areas del acido estearico
Concentracion Area Estadisticos

%

%P/V Dia2a Dia2b Promedio Desviacion CV u
0,5 874500 860920 867710 9602,510 1,107 6790
0,75 1115865 1116133 1115999 35912 3,218 25393,619
1 1462410 1462606 1462508 19208 1,313 13582,107
1,67 2518379 2518783 2518581 81608 3,240 57705,570
2 3023275 3023059 3023167 23328 0,772 16495,387
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Tabla 28. Estadisticos de las areas del acido oleico

Concentracién Area Estadisticos
%
%P/V Dia2a Dia2b Promedio Desviacion CV u
0,5 1504959 1501081 1503020 2742,160 0,182 1939
0,75 2010700 2011000 2010850 45000 2,238 31819,805
1 2810468 2810332 2810400 9248 0,329 6539,324
1,67 4529351 4529195 4529273 12168 0,269 8604,075
2 5556240 5556104 5556172 9248 0,166 6539,324
Tabla 29. Estadisticos de las areas del acido linolénico
Concentracién Area Estadisticos
%
%P/V Dia2a Dia2b Promedio Desviacion CV u
0,5 686954 688114 687534 820,244 0,119 580
0,75 923821 923605 923713 23328 2,525 16495,387
1 1322470 1322530 1322500 1800 0,136 1272,792
1,67 2238541 2238305 2238423 27848 1,244 19691,510
2 2549671 2549397 2549534 37538 1,472 26543,374
Dia 3
Tabla 30. Estadisticos de las areas del acido palmitico
Concentracion Area Estadisticos
%
%P/V Dia3a Dia3b Promedio Desviacion CV u
0,5 803029 823831 813430 14709,235 1,808 10401
0,75 1113283 1113519 1113401 27848 2,501 19691,510
1 1530910 1530690 1530800 24200 1,581 17111,984
1,67 2711030 2711228 2711129 19602 0,723 13860,707
2 3151900 3151600 3151750 45000 1,428 31819,805
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Tabla 31. Estadisticos de las areas del acido estearico

Concentracién Area Estadisticos
% CV
%P/V Dia3a Dia3b Promedio Desviacion u
0,5 872804 863020 867912 6918,333 0,797 4892
0,75 1116090 1116270 1116180 16200 1,451 11455,130
1 1462415 1462225 1462320 18050 1,234 12763,277
1,67 2519151 2518831 2518991 51200 2,033 36203,867
2 3023284 3023090 3023187 18818 0,622 13306,335
Tabla 32. Estadisticos de las areas del acido oleico
Concentracién Area Estadisticos
%
%P/V Dia3a Dia3b Promedio Desviacibn CV u
0,5 1542985 1470015 1506500 51597,582 3,425 36485
0,75 2011100 2011200 2011150 5000 0,249 3535,534
1 2810148 2810016 2810082 8712 0,310 6160,314
1,67 4529560 4529652 4529606 4232 0,093 2992,476
2 5556990 5556576 5556783 85698 1,542 60597,637
Tabla 33. Estadisticos de las areas del acido linolénico
Concentracion  Area Estadisticos
% CV
%P/V Dia3a Dia3b Promedio  Desviacion u
0,5 685929 683141 684535 1971,414 0,288 1394
0,75 924442 924190 924316 31752 3,435 22452,055
1 1322740 1322652 1322696 3872 0,293 2737,918
1,67 2237431 2237815 2237623 73728 3,295 52133,569
2 2548969 2549399 2549184 92450 3,627 65372,022
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Dia 4

Tabla 34. Estadisticos de las areas del acido palmitico

Concentracion Area Estadisticos
%P/ Dia4a Dia4b Promedio Desviacion ((;/{)/ u
0,5 813588 803652 808620 7025,813 0,869 4968
0,75 1113790 1113648 1113719 10082 0,905 7129,051
1 1530810 1530598 1530704 22472 1,468 15890,104
1,67 2711027 2711241 2711134 22898 0,845 16191,331
2 3151832 3151698 3151765 8978 0,285 6348,405

Tabla 35. Estadisticos de las areas del acido estearico

Concentracion Area Estadisticos
%
%P/V Dia3a Dia3b Promedio Desviacion CV u

0,5 872804 863020 867912 6918,333 0,797 4892
0,75 1116090 1116270 1116180 16200 1,451 11455,130
1 1462415 1462225 1462320 18050 1,234 12763,277
1,67 2519151 2518831 2518991 51200 2,033 36203,867
2 3023284 3023090 3023187 18818 0,622 13306,335

Tabla 36. Estadisticos de las areas del acido oleico

Concentracién Area Estadisticos
%
%P/V Dia3a Dia3b Promedio Desviacion CV u

0,5 1542985 1470015 1506500 51597,582 3,425 36485
0,75 2011100 2011200 2011150 5000 0,249 3535,534
1 2810148 2810016 2810082 8712 0,310 6160,314
1,67 4529560 4529652 4529606 4232 0,093 2992,476
2 5556990 5556576 5556783 85698 1,542 60597,637
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Tabla 37. Estadisticos de las areas del acido linolénico

Concentracion

Area

Estadisticos

%

%P/V Diada Dia4b Promedio Desviacion CV u
0,5 683035 688847 685941 4109,705 0,599 2906
0,75 923921 924113 924017 18432 1,995 13033,392
1 1322196 1322374 1322285 15842 1,198 11201,986
1,67 2238129 2237717 2237923 84872 3,792 60013,567
2 2549341 2549429 2549385 3872 0,152 2737,917
Dia 5

Tabla 38. Estadisticos de las areas del acido palmitico

Concentracién Area Estadisticos
%
%P/V Dia5a Dia5b Promedio Desviacion CV u
0,5 803587 809593 806590 4246,883 0,527 3003
0,75 1113811 1113805 1113808 18 0,002 12,728
1 1530938 1530710 1530824 25992 1,698 18379,119
1,67 2711169 2711085 2711127 3528 0,130 2494,673
2 3151400 3151800 3151600 80000 2,538 56568,542

Tabla 39. Estadisticos de las areas del acido estearico

Concentracion Area Estadisticos
0)
%P/V Dia5a Dia5b Promedio Desviacion C/{)/ u
0,5 863901 867899 865900 2827,013 0,326 1999
0,75 1116240 1116300 1116270 1800 0,161 1272,792
1 1462438 1462600 1462519 13122 0,897 9278,655
1,67 2519141 2518857 2518999 40328 1,601 28516,202
2 3023738 3023462 3023600 38088 1,260 26932,283
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Tabla 40. Estadisticos de las areas del acido oleico

Concentracién Area Estadisticos
%
%P/V Dia5a Dia5b Promedio Desviacibn CV u
0,5 1506521 1509509 1508015 2112,835 0,140 1494
0,75 2010599 2010999 2010799 80000 3,979 56568,542
1 2810173 2810425 2810299 31752 1,130 22452,055
1,67 4529678 4529632 4529655 1058 0,023 748,119
2 5556720 5556492 5556606 25992 0,468 18379,119
Tabla 41. Estadisticos de las areas del acido linolénico
Concentracién Area Estadisticos
%
%P/V Dia5a Dia5b Promedio Desviacion CV u
0,5 687500 685520 686510 1400,071 0,204 990
0,75 923920 924106 924013 17298 1,872 12231,533
1 1322850 1322670 1322760 16200 1,225 11455,130
1,67 2238021 2237825 2237923 19208 0,858 13582,107
2 2549800 2549408 2549604 76832 3,013 54328,428
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ANEXO 4. Reproducibilidad

Tabla 42. Estadisticos de las areas del acido palmitico durante 5 dias

experimentales

Concentracion

Estadisticos

%P/V Promedio Desviacion % CV u
0,5 809997,6 7930,142 0,979 2507,731
0,75 1113609,6 175,587 0,016 55,526
1 1530665,6 227,990 0,015 72,097
1,67 2711161,8 134,513 0,005 42,537
2 3151748 155,136 0,005 49,058

Tabla 43. Estadisticos de las areas del acido estearico durante 5 dias

experimentales

Concentracion

Estadisticos

%P/V Promedio Desviacion % CV u
0,5 867455,2 5298,337 0,611 1675,481
0,75 1116164,6 144,571 0,013 45,717
1 1462471,6 126,565 0,009 40,023
1,67 2518738,4 311,685 0,012 98,563
2 3023227,6 260,319 0,009 82,320

Tabla 44. Estadisticos de las areas del acido oleico durante 5 dias experimentales

Concentracion

Estadisticos

%P/V Promedio Desviacion % CV u
0,5 1505712,6 17442,435 1,158 5515,782
0,75 2010942 192,406 0,010 60,844
1 2810229 159,602 0,006 50,471
1,67 4529457,8 229,696 0,005 72,636
2 5556490,8 298,363 0,005 94,351

Tabla 45. Estadisticos de las areas del acido linolénico durante 5 dias

experimentales

Concentracion

Estadisticos

%P/V Promedio Desviacion % CV u
0,5 686130 2128,116 0,310 672,970
0,75 924014,4 229,407 0,025 72,545
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1 1322560,2 200,335 0,015 63,351
1,67 2237963 315,224 0,014 99,683
2 25494222 234,647 0,009 74,202

ANEXO 5. Exactitud

Tabla 46. Estadisticos de las areas del acido estearico durante 5 dias
experimentales

Acido Concentracion  Area Promedio  Concentracion

Graso %P/V Fm Fm Exactitud
Palmitico 1 1573030,473 0,974 102,636
Estearico 0,5 752877,781 0,474 105,386
Oleico 1,5 3910834,995 1,443 103,967
Linolénico 0,5 613386,319 0,475 105,177

e Caélculo del %p/v de los acidos grasos presentes en el material de referencia FAME
MIX C8-C22

1ml de MR en 0.276ml de hexano
Volumen total de dilucién:1.276ml

p g deacido graso
%—= x100
v mlde solucion

(Ec. 6)

_ P12Ag
Yo—= ———— x 100
v 1,2761m!

%E =1.04%
v

Tabla 47. Pesos de los acidos grasos obtenidos a través del certificado del
material de referencia FAME MIX C8-C22 100MG

Acidos grasos Peso g %plv
palmitico 0,01294qg 1,04
estearico 0,00641g 0,503
oleico 0,01938¢g 1,519
linolénico 0,00638g 0,5
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ANEXO 6. Concentracion de acidos grasos en muestras de restaurantes
e Calculo de la concentracion de &cido graso
y= Area de &cido graso
X= concentracion de acido graso en %p/v
m=pendiente de la ecuacion de la recta
b= intercepto

Tabla 48. Datos de las ecuaciones de la recta de los acidos grasos

Acido graso Pendiente Intercepto
Palmitico 1614491,124
Estearico 1472383,373 54310
Oleico 2710646,56
Linolénico 1290287,344
y=mx+b
(Ec. 7)
y-b
X =
m
2151896
x=——"""—=133

T 1614491124

Tabla 49. Concentracion de acidos grasos de la muestra C2

Acido graso Areas Concentracion %p/v
Palmitico 200189 0,124
Estearico 1338372 0,872
Oleico 3258914 1,202
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Tabla 50. Concentracion de acidos grasos de la muestra C6

Acido graso Areas Concentracion %p/v
Palmitico 1410498 0,874
Oleico 2117897 0,781

Tabla 51. Concentracion de acidos grasos de la muestra C7

Acido graso Areas Concentracion %p/v
Palmitico 1300693 0,806
Oleico 1102564 0,407

Tabla 52. Concentracién de &cidos grasos de la muestra C9

Acido ]

graso Areas Concentracion %op/v
Palmitico 1016926 0,630
Estearico 1162272 0,752
Oleico 2556899 0,943

Tabla 53. Concentracion de acidos grasos de la muestra C11

Acido )

graso Areas Concentracion %op/v
Palmitico 179735 0,111
Estearico 301720 0,168
Oleico 404752 0,149

ANEXO 7. Concentracion de acidos grasos en blancos

Tabla 54. Concentracion de acidos grasos en aceite girasol

Acido graso Areas Concentracion %p/v
Palmitico 2079678 1,288
Oleico 10347745 3,817
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Tabla 55. Concentracion de acidos grasos en aceite de soya

Acido graso Areas Concentracion %p/v
Palmitico 2751809 1,704
Estearico 1938562 1,280
Oleico 5198914 1,918

Tabla 56. Concentracion de &cidos grasos en aceite de palma

Acido graso Areas Concentracion %p/v
Palmitico 3218960 1,994
Estearico 1838782 1,212
Oleico 6558410 2,420

ANEXO 8. Porcentaje de degradacion

e Caélculo demostrativo del porcentaje de degradacion del acido palmitico en la
muestra C2 tomando en cuenta el aceite de girasol como blanco

100%= Concentracion del blanco

» Concentracion de lamuestra
%degradacion=100% - — x100
Concentraciondel blanco

(Ec.8)

., 0,123948237
%degradacion=100%- —————x100=90.374
1,287645286
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Tabla 57. Porcentaje de degradacion de los &cidos grasos en las muestras de
aceites provenientes de restaurantes usando el aceite girasol como blanco.

% Degradacion en muestras

Acido graso C2 C6 C7 C9 C11
Palmitico 90,374 32,177 37,457 51,102 91,358
Estearico - - - - -
Oleico 68,506 79,533 89,345 75,290 96,089

Tabla 58. Porcentaje de degradacion de los acidos grasos en las muestras de
aceites provenientes de restaurantes usando el aceite de soya como blanco.

% Degradacion en muestras

Acido graso C2 C6 C7 C9 C11
Palmitico 92,725 48,743 52,733 63,045 93,468
Esteérico 31,853 - - 41,199 86,870
Oleico 37,315 59,263 78,792 50,819 92,215

Tabla 59. Porcentaje de degradacion de los &cidos grasos en las muestras de
aceites provenientes de restaurantes usando el aceite de palma como blanco.

% Degradacion en muestras

Acido graso C2 C6 C7 C9 C11

Palmitico 93,781 56,182 59,593 68,408 94,416
Estearico 28,043 - - 37,911 86,136
Oleico 50,309 67,707 83,189 61,013 93,829
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ANEXO 9. Estandar de &cidos grasos

o [21 TIC: FAME MIX 0,5% GUACHAMIN.D\data.ms
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Figura 11. Cromatograma al 0.5% p/v
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Figura 12. Cromatograma al 0.75% p/v
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Figura 13. Cromatograma al 1% p/v
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Figura 14. Cromatograma al 1.67% p/v
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Figura 15. Cromatograma al 2% p/v
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Figura 17. Aceite girasol réplica
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Figura 19. Aceite soya réplica
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Figura 20. Aceite de palma
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Figura 21. Aceite de palma réplica
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Figura 22. Cromatograma C2
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Figura 23. Cromatograma C6
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Figura 25. Cromatograma C9
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Figura 26. Cromatograma C11
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Figura 27. FAME MIX C8-C22
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Figura 28. FAME MIX C8-C22 réplica
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Areas del acido palmitico 0,5

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 57243050,400 4] 14310762,600 0,141 0,960
508741256,00 5( 101748251,20
Dentro de grupos 0 0
565984306,40 9
Total 0

Areas del acido palmitico 0,75

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 213930,400 4 53482,600 4,208 0,073
Intra-grupos 63548,000 5 12709,600
Total 277478,400 9

Areas del acido palmitico 1

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 358950,400 4 89737,600 4,122 0,076
Dentro de|] 108864,000 5 21772,800
grupos
Total 467814,400 9

Areas del acido palmitico 1,67

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 39245,600 4 9811,400 0,397 0,804
Dentro de] 123598,000 5 24719,600
grupos
Total 162843,600 9
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Areas del acido palmitico 2

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 61660,000 4 15415,000 0,497 0,741
grupos
Intra- 154946,000 5 30989,200
grupos
Total 216606,000 9
Areas del 4cido esteérico 0,5
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 6099049,600 4| 1524762,400 0,031 0,998
Dentro de| 246552362,0 5| 49310472,40
grupos 00 0
Total 252651411,6 9
00
Areas del 4cido estedrico 0,75
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 109822,400 4 27455,600 1,754 0,275
Dentro de 78284,000 5 15656,800
grupos
Total 188106,400 9
Areas del 4cido estedrico 1
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 93426,400 23356,600 2,302 0,193
Intra-grupos 50742,000 10148,400
Total 144168,400
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Areas del cido estearico 1,67

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 616822,400 4| 154205,600 2,994 0,130
grupos
Intra- 257504,000 5 51500,800
grupos
Total 874326,400 9
Areas del 4cido estedrico 2
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 470454,400 4 117613,600 4,217 0,073
Dentro de] 139438,000 5 27887,600
grupos
Total 609892,400 9
Areas del 4cido oleico 0,5
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
27504050,40 4| 6876012,600 0,013 1,000
Entre grupos 0
Dentro de| 2710642806, 5| 542128561,2
grupos 000 00
Total 2738146856, 9
400
Areas del 4cido oleico 0,75
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 168492,000 4 42123,000 1,279 0,389
Dentro de] 164690,000 5 32938,000
grupos
Total 333182,000 9
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Areas del cido oleico 1

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 129172,000 4 32293,000 1,613 0,303
Dentro de] 100084,000 5 20016,800
grupos
Total 229256,000 9
Areas del acido oleico 1,67
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 239821,600 4 59955,400 1,276 0,390
grupos
Intra- 235020,000 5 47004,000
grupos
Total 474841,600 9
Areas del 4cido oleico 2
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 418221,600 104555,400 1,365 0,364
Intra-grupos 382964,000 76592,800
Total 801185,600
Areas del 4cido linolénico 0,5
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 9390724,000 4| 2347681,000 0,374 0,819
Dentro de] 31369194,00 5| 6273838,800
grupos 0
40759918,00 9
Total 0
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Areas del 4cido linolénico 0,75

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 363630,400 4 90907,600 4131 0,076
Dentro de] 110018,000 5 22003,600
grupos
Total 473648,400 9
Areas del 4cido linolénico 1
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 275441,600 4 68860,400 4,015 0,080
Dentro de 85764,000 5 17152,800
grupos
Total 361205,600 9
Areas del 4cido linolénico 1,67
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 664000,000 4| 166000,000 3,604 0,096
Dentro de] 230298,000 5 46059,600
grupos
Total 894298,000 9
Areas del 4cido linolénico 2
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 208009,600 4 52002,400 0,904 0,526
Dentro de| 287524,000 5 57504,800
grupos
Total 495533,600 9
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