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EDITORIAL

Estimados lectores

Una de las responsabilidades de la Universidad es la publicacion y difusién de los
resultados obtenidos en sus centros de investigacion, ddndose un sitial
importante a la generacion de revistas y articulos cientificos como medio para
universalizar y permitir una absoluta accesibilidad a los conocimientos
generados. La priorizacién de los medios de accion se pone en analisis cuando el
ambito econdmico ha cambiado, pero indudablemente se debe perseverar en la
generacion de investigacion y su difusion, pues asi se esperara un futuro exitoso
de la sociedad.

La Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos, cumpliendo con su misiéon en
difundir los conocimientos generados en el drea de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos, Bioquimica, Biotecnologia y Medio ambiente presenta el volumen
ACI-2016-24  (2) de la Revista Alimentos Ciencia e Ingenieria.
Esta edicion muestra resultados experimentales de estudios de investigacion de
alto interés para el actual escenario del pais, como son nuevas técnicas de
conservacion, aumento de la estabilidad y espectro de aplicaciéon en sistemas
alimenticios mediante la microencapsulaciéon de microorganismos para su
adicién en recubrimientos e innovaciones en tecnologias de procesamiento que
permitan un aprovechamiento de subproductos en Ecuador. Ademas, se
presentan resultados del estudio aerobiolégico del relleno sanitario de la Empresa
Publica Municipal Gestiéon Integral de Desechos Sélidos Ambato, y la
determinacion del contenido de grasa en cereales, lacteos, carnicos y derivados.
Sin duda, esta informacién contribuird a la cultura de los consumidores, asi
como a productores en la implementacion de nuevas tecnologias para la
transformacion y conservacion de materia prima, con cuidado hacia el medio
ambiente.

Presento mi sincero agradecimiento a los profesionales que han enviado su
trabajo investigativo y animo a aquellos que tienen interesantes resultados pero
todavia no han dado el paso para compartirlos. Innegablemente, la investigacion
en nuestro pais estd en un proceso de mejoramiento continuo, al que todos
podemos -y debemos- contribuir.

Cordialmente,
Dra. Mayra Paredes

SUBDECANA FCIAL - UTA
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Conservacion de carne de pollo (Gallus gallus) en diferentes
dosificaciones de liquidos de cobertura

Conservation of chicken (Gallus gallus) in different dosages packing media

A. Mendoza. M. Castro, E. Lavayen, R. Molina, A. Saltos?

Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, Avenida circunvalacion, Manta Ecuador., P.O. Box 13-05-2732
Articulo recibido: 03/06/2016 Articulo aceptado: 20/11/2016

RESUMEN

Esta investigacion se realizo en el laboratorio de Procesos Carnicos de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Tuvo como objetivo principal la
elaboracion y conservacion de carne de pollo en liquido de cobertura utilizando vinagre, vermut, pollo e
ingredientes como material experimental. Se establecieron 9 tratamientos en un disefio completamente al
azar determinando el mejor tratamiento mediante separacion de medias por medio de la prueba de Duncan
al 95 % de significancia. Se emplearon 30 jueces mediante que evaluaron las caracteristicas organolépticas:
color, olor, sabor y textura. Al comparar los tratamientos los jueces determinaron como mejor al T1 (A1B1)
(3,5 % de Vinagre y 3,7 % de Vermut). A este tratamiento se le realizaron los analisis quimicos: pH,
recuentos de Aerobios, Acidez, Nitrogeno basico volatil; Analisis microbioldgicos: Eschericha coli,
Salmonella, Coliformes totales, Anacrobios Mesofilos, Anaerobios Termofilos, Aerobios Mesofilos,
Aerobios Termofilos, y se determind que el liquido de gobierno del tratamiento (A1B1) conserva
optimamente la carne de pollo al igual que sus propiedades nutritivas.

Palabras clave: conserva, liquido de gobierno, carne procesada

ABSTRACT

This research was conducted in the laboratory of Meat Processes of the Faculty of Agricultural Sciences at
the Eloy Alfaro Lay University of Manabi (Ecuador). Its main objective was the development and
conservation of chicken meat in liquid medium using vinegar, vermouth, chicken and ingredients as
experimental material. 9 treatments were established by determining completely randomized design using
Duncan test at 95 % significance. 30 judges evaluated the best treatment by sensory analysis, evaluating
the organoleptic characteristics: colour, odour, flavour and texture. Judges determined T1 (A1B1) (3,5 %
Vinegar and 3, 7 % Vermouth) as the best treatment. The same was analysed for chemical characteristics:
pH, Aerobic counts, acidity, volatile basic nitrogen; and microbiological analysis: Eschericha coli,
Salmonella, Total Coliforms, Total Count Plate Aerobic and Anaerobic, Aerobic and Anaerobic
Thermophilic, and determined that the liquid of treatment (A1B1) optimally preserved chicken meat as well
as their nutritional properties.

Keywords: preserves, covering liquid, processed meat

! Autor de correspondencia: Angel Ivar Saltos Moreira. E-Mail: ingangelsaltos@outlook.com
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1. INTRODUCCION

El pollo por su producciéon en términos de
cantidad de alimento, tiempo de desarrollo y bajo
costo es uno de los animales que desde siglos
atras se ha venido explotado a nivel mundial,
comparado con otros grupos de animales mas
consumidos por los seres humanos. Es un
alimento popular cuya conservacion a través de
los siglos se ha ido perfeccionando en cuanto a
los métodos empleados para mantener sus
propiedades nutricionales como, por ejemplo, la
aplicacion del calor mediante el cocinado de los
alimentos (Gonzalez Jiménez, 2013).

La carne de pollo constituye una de las fuentes
mas valiosas de proteinas, ya que es pobre en
grasa y es muy digerible. Estas razones han
llevado a un continuo aumento en el consumo de
la carne de ave, desde el punto de vista nutritivo
y para la practica culinaria (Moreira y Vargas,
2014). Asi mismo, dentro del aporte nutricional
de la carne de pollo se destaca la presencia de
acido folico y la vitamina B;. Adicionalmente,
esta carne es fuente de fosforo y potasio,
importante en la etapa de crecimiento de nifios,
adolescentes y en el embarazo, cuando se
necesita aumentar la ingesta de proteinas y hierro
(Moreira y Vargas, 2014).

Dentro de las caracteristicas quimicas de la carne
de pollo estan su contenido entre el 18 y 20 % de
proteina de alto valor bioldgico, por contener
todos los aminoacidos esenciales que el ser
humano necesita. El contenido de grasa suele
oscilar entre el 20 y el 25 % siendo menor en
animales jovenes. El porcentaje de hidratos de
carbono es minimo, entre el 0,4 y un 0,6 %
solamente, sin embargo el contenido en
vitaminas es bastante apreciable. En aves se
encuentran vitamina A, tiamina, riboflavina,
niacina y acido ascorbico y minerales como
hierro potasio, magnesio (An6nimo, 2003).

Las aves en general, y el pollo en particular,
pueden estar contaminados con microorganismos
que se son dificiles de controlar. La seguridad del
producto viene dada por las practicas de higiene
empleadas tanto en la manipulacion de los
productos como en el sacrificio y el manejo en
granja y su transporte. En ciertas ocasiones las
buenas practicas no garantizan eliminar del todo
los virus, lo que obliga a replantear otras medidas
como la irradiacion para poder eliminar
microorganismos perjudiciales para la salud
humana como Salmonella o Campylobacter. Los
alimentos suelen estar contaminados con
microorganismos que al igual que el virus de la
gripe pueden ser controlados con facilidad
(Moreira y Vargas, 2014). Si la carne de pollo se
mantiene a una temperatura demasiado elevada,
se convierte en un medio donde proliferan

rapidamente las bacterias, potenciando los
problemas de higiene ya existentes (Martinez,
2002). La conservacion de los alimentos en los
diferentes pasos de produccion hasta el consumo
final del producto son elementos primordiales en
cualquier tipo de cocina. A nivel industrial se
usan métodos de preservacion por el calor y el
frio, aunque estd demostrado que el segundo
método de conservacion es mas eficaz. Otras
alternativas recientes son el envasado al vacio o
el envasado con gases protectores. Estos ultimos
aseguran una mejor y duradera preservacion de
los alimentos (Torres Magaiia, 2010). A la vez
los distintos métodos de preservacion se agrupan
en dos bloques: sistemas que destruyen los
gérmenes (bactericidas) y los que impiden el
crecimiento de gérmenes (bacteriostaticos)
(Torres Magana, 2010).

El vermut es una bebida de origen italiano
elaborada a partir de vino blanco macerado y
aromatizado con hierbas, entre las cuales esta el
ajenjo. El vermut se sirve como aperitivo, ya que
estimula el apetito, teniendo un aroma agradable
y caracteristico (Mora, 2013).

El vinagre es definido como “un liquido ajustado
para el consumo humano, producido por materias
primas de origen agricola, que contienen almidon
y azucares, por un proceso de doble fermentacion
(alcoholica y acética) y conteniendo una cantidad
especifica de acido acético (Tesfaye et al., 2002).
Tomando en cuenta las consideraciones citadas
el objetivo de esta investigacion busco alargar el
periodo de conservacion de la carne de pollo para
consumo utilizando agentes conservantes en el
liquido de gobierno, capaces de mantener el
producto almacenado a temperatura ambiente
durante 28 dias.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Descripcion del proceso de formulacion y
elaboracién del producto

Las piezas de pollo que se utilizaron en cada uno
de los tratamientos fueron de la variedad Broiler,
siendo seleccionadas tomando en cuenta
caracteristicas organolépticas fisicas de un pollo
faenado en buen estado, las mismas que fueron
adquiridas en el mercado central del Canton
Manta, provincia de Manabi, Ecuador.

Una vez obtenida la materia prima fué trasladada
al laboratorio de procesamientos de alimentos de
la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi,
donde se realiz6 el proceso de limpieza mediante
el lavado de la carne de pollo con la finalidad de
quitarle la sangre y residuos existentes, retirando
la piel y huesos. Se coloco la carne cortada en
trozos medianos en un recipiente con agua y se

Conservacion de carne de pollo (Gallus gallus) en diferentes dosificaciones de liquidos de cobertura
Conservation of chicken (Gallus gallus) in different dosages packing media
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llevo al fuego hasta llegar a una temperatura de
90 °C por un tiempo de 15 minutos, para que la
carne quedase precocinada. Se adiciond sal y
pimienta junto con las especias (cebolla,
pimiento y ajo) cortadas en el momento de la
precoccion de la carne cuando el agua alcanzo los
90 °C. Las muestras fueron envasadas en
recipientes de vidrio 260 ml, se adicion6 el
liquido de cobertura o gobierno (vinagre,

Vermut) de acuerdo a la concentracion
correspondiente  descrita (Tabla 1) a una
temperatura de 26 °C. Los recipientes fueron
sellados y esterilizados a una temperatura de 115
°C durante 15 minutos. El almacenamiento se
realiz6 a temperatura ambiente 25 °C — 28°C
durante 28 dias.

Tabla 1. Composicion del liquido de gobierno de los nueve tratamientos empleados para la conservacion

de piezas de pollo

Tratamientos % de vinagre

% de vermut

% de aceite

AlB1 35
AlB2 35
Al1B3 35
A2B1 5.9
A2B2 59
A2B3 5,9
A3B1 83
A3B2 83
A3B3 83

3,7 3,7
6,1 3,7
8,5 3,7
3,7 3,7
6,1 3,7
8,5 3,7
3,7 3,7
6,1 3,7
8,5 3,7

2.2 Caracteristicas de las unidades
experimentales

El peso de cada unidad experimental fue de 130
g por cada tratamiento los cuales se formularon
de acuerdo a lo mostrado en la (Tabla 1). Se
obtuvo un total de 27 unidades experimentales,
las cuales mantuvieron homogeneidad en el
envasado, en envases de vidrio de 260 ml.

2.3 Analisis sensorial para identificar el mejor
tratamiento

En el analisis sensorial se realizaron las pruebas
organolépticas con los 9 tratamientos y se
trabajaron con 30 panelistas o jueces no
entrenados, a los que se les entreg6 su respectiva
ficha de evaluacion, para que al momento de
degustar pudieran identificar las caracteristicas
organolépticas que mas les agradasen.

Dentro de las condiciones organolépticas que se
tomaron en cuenta se mencionan las siguientes:
color, aroma, sabor y textura, empleando una
escala hedonica.

2.4. Analisis quimico y microbioldgico del
mejor tratamiento

2.4.1 Anédlisis de nitrégeno béasico volatil
(NBV)

Para realizar el analisis de nitrogeno volatil se
utilizo el método NTE INEN 182 (1975).

2.4.2 Determinacion de pH

Se empled el método potenciométrico descrito en
NTE INEN 181 (1991), tomando porciones de
diferentes zonas del producto, y pasandolas a
través de una maquina moledora o batidor
eléctrico, mezclando bien la masa obtenida hasta
su completa homogenizacion. Se tomd una
cantidad de muestra en un vaso de precipitacion,
se introdujeron los electrodos limpios y se tomo
la lectura directa que dio el potenciémetro

2.4.3 Acidez titulable (acido acético)

Se realizd6 empleando el método Ca-5a-40
(AOCS 2017) (acidos grasos libres).

Conservacion de carne de pollo (Gallus gallus) en diferentes dosificaciones de liquidos de cobertura
Conservation of chicken (Gallus gallus) in different dosages packing media




Mendoza et al. / Alimentos, Ciencia e Ingenieria, 2016: 24(2) 06-17

2.4.4 Andlisis microbioldgico

Los andlisis microbioldgicos se realizaron los
dias 0, 7, 14, 21 y 28 del periodo de
almacenamiento  utilizando las siguientes
metodologias:

Escherichia coli, método oficial 998.09 (AOAC
2009).

Salmonella, método BAM Chapter. 5 (FDA
2016).

Coliformes totales, método oficial 991.14
(AOAC 1994b)

Recuentos de aerobios mesoéfilos y termofilos,
método oficial 990.12 (AOAC 1994a)

Anaerobios mesofilos y termofilos, método
BAM Chapter 16 (FDA 2013)

2.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados por medio de
ANOVA y un test de Duncan, empleando un
nivel de significancia de 5 %. Para ello se utilizé
el paquete estadistico INFOSTAT, Version
Profesional 2008.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Andlisis sensorial

El andlisis estadistico aplicado al analisis
sensorial de los 30 jueces, respecto a las
caracteristicas organolépticas evaluadas (Color,
Aroma, Sabor, Textura), no encontré diferencia
significativa en el efecto de los tratamientos en
estudio, Sin  embargo se  determind
numéricamente que el tratamiento mas aceptable
es el 1 (A1B1) ya que muestra una puntuacion
mayor en las caracteristicas organolépticas de
mayor interés como son el aroma y sabor.

Los resultados estadisticos en cuanto al color y
aroma (Figuras 1 y 2) muestran que no hubo
diferencia significativa, ya que el promedio de
los tratamientos en estudio se mostr6 similar pero
al observar los resultados del pardmetro sabor y
textura se puede ver que el analisis estadistico
determind tres rangos de significacion diferentes
para el sabor y dos rangos de significacion para
la textura.

4,20

4,10

4,00

3.90

3,00

3,50

3

3,40
TI T2 T3 T4

T6 T8 T9

Figura 1. Analisis sensorial de color en muestras de pollo conservadas en diferentes
dosificaciones de liquido de gobierno, almacenadas durante 28 dias a 25 °C y 90% de

humedad relativa
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Figura 2. Andlisis sensorial de aroma en muestras de pollo conservadas en diferentes
dosificaciones de liquido de gobierno, almacenadas durante 28 dias a 25 °C'y 90 % de

humedad relativa

El analisis estadistico determino para el sabor,
que el tratamiento T1 (A1B1) que consta con un
medio acuoso de 3,5 % de Vinagre y 3,7 % de
vermut, fue diferente del tratamiento cuatro que
tiene 5,9 % de Vinagre y 3,7 % de vermut
(A2B1), seguido del tratamiento (A3B1) con 8,3
% de vinagre y 3,7 % de vermut (Figura 3). Cabe

destacar que a diferencia de los demas
tratamientos en estudio el vermut en Ia
concentracion de 3,7 % influye de manera
positiva  dentro de las  caracteristicas
organolépticas de los tratamientos.

Conservacion de carne de pollo (Gallus gallus) en diferentes dosificaciones de liquidos de cobertura
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Figura 3. Analisis sensorial del sabor en muestras de pollo conservadas en diferentes
dosificaciones de liquido de gobierno, almacenadas durante 28 dias a 25 °C y 90 % de
humedad relativa

Los resultados estadisticos realizados a la vermut, es evidente que el vermut en la
textura, determinaron que los tratamientos que concentracion de 3,7 %, es aceptable ya que se
tuvieron las adiciones de 8,3 % de vinagre mas muestra dentro de los tres tratamientos mas
3,7 % de vermut (A3B1), y de 5,9 % de vinagre aceptado (Figura 4).

mas 3,7 % de vermut (A2B1), con 3,9 % fueron
iguales, pero diferentes al tratamiento (A1B1),
que consta de 3,5 % de vinagre y 3,7 % de

4,10

4,00

i i b i
il s e el e |

3,10

Tl T2 T3 T4 T3 T6 T8 T

Figura 4. Analisis sensorial de textura en muestras de pollo conservadas en
diferentes dosificaciones de liquido de gobierno, almacenadas durante 28 dias a 25
°Cy 90 % de humedad relativa
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3.2 Nitrogeno basico volatil

Los resultados obtenidos en cuanto a nitrogeno
basico volatil, expresado en mg/100g
representados en la Figura 5 presentaron
variaciones a lo largo de los 28 dias de estudio

25,00

presentando valores entre 22,75 (semana 1),
18,20 (semana 2), 17,10 (semana 3), 18,25
(semana 4).

20,00

15,00

10,00

Nitrogeno volatil

5,00

0,00

7 14

Dias

-+ Tratamicnto A1B1

Figura 5. Nitrogeno Volatil en muestras de pollo conservadas en diferentes dosificaciones
de liquido de gobierno, almacenados durante 28 dias a 25 °C y 90 % de humedad relativa.

Tratamiento A1B1.

En los datos obtenidos podemos observar que los
limites estan dentro de los rangos permitidos en
las conservas de atin que tienen como maximo
50 mg/100g de muestra (INEN 1975).

La prueba de nitrégeno volatil es uno de los
analisis mas usados en la industria de alimentos,
debido a su rapidez y su rapido procedimiento al
momento de realizarla. Estos compuestos
volatiles son evidentes en las tltimas etapas del
deterioro de los alimentos, por esta razoén no se
recomiendan ser realizados en las primeras
etapas de almacenamiento, debido a que este tipo
de analisis es muy eficaz al momento de detectar
los indices de deterioro en etapa avanzada.

3.3pH

De acuerdo con la Figura 6 se observan las
medias del pH obtenidas en las muestras del
mejor tratamiento A1B1, en el dia 7 del periodo
de estudio presento un valor de 5,41; llegando a
un valor de 5,28 para el dia 28 de
almacenamiento, tomando como referencia la
norma NTE INEN 0181 (1991) este valor esta
dentro de los rangos permitidos (minimo 4,5
maximo 6,4), y comparando los resultados segiin
lo expresado por (Pefafiel, 1988) para una
elaboracion de un guiso de pollo en conserva tipo

Conservacion de carne de pollo (Gallus gallus) en diferentes dosificaciones de liquidos de cobertura
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aji de gallina, el resultado del pH fue de 5,96, lo
que significa que el porcentaje de pH es casi
similar a la conserva de pollo con liquido de

cobertura a base de (vinagre y vermut) (Pefiafiel,
1998).

6,00

L

5,00

4,00

2,00

1,00

L 4

0,00

-

14

21 28
Dias

—I'ratamiento A1B1

Figura 6. pH en muestras de pollo conservadas en diferentes dosificaciones de liquido de
gobierno, almacenados durante 28 dias a 25 °C y 90 % de humedad relativa. Tratamiento A1B1.

3.4 Acidez titulable

En la Figura 7 los datos demuestran diferencia
significativa (P<0,05) en la acidez donde se
evidencia un aumento en el dia 14 de
almacenamiento presentando un valor de 0,68 %

para el dia 7 y un valor de 1,26 % para el dia 14,
disminuyendo su porcentaje en el dia 28 del
periodo de almacenamiento presentando un valor
de 0,60 %.
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Figura 7. Acidez en muestras de pollo conservadas en diferentes dosificaciones de liquido
de gobierno, almacenados durante 28 dias a 25 °C y 90% de humedad relativa. Tratamiento

AlBI.

De acuerdo a la norma Ca-5a-40 (AOCS 2017),
para conserva de carne el porcentaje de acides
tuvo un valor de 0,68 % en la semana 1, y 0,60 %
la semana 4, lo que indica que hubo un descenso
en la acidez; segun Montoya (2008) en el
desarrollo de las técnicas de procesamiento para
la elaboracion de una conserva enlatada de
estofado de carne de res, la acidez presente en un
alimento puede aumentar o disminuir la letalidad
del calor y que los productos enlatados de baja
acidez requieren tratamientos térmicos mayores
para eliminar los microorganismos patdgenos
que se puedan desarrollar. Estando de acuerdo
con Montoya (2008) ya que si el producto no se
hubiera sometido al proceso térmico de
esterilizacion los microorganismos hubieran
proliferado debido a la baja acides en la conserva
de pollo con liquido de cobertura.

3.5 Analisis microbioldgicos

Las Tablas 2 y 3 muestran las valoraciones de
microorganismos en las muestras de pollo
almacenadas 28 dias a 25 °C. Los resultados
demuestran diferencia significativa (P<0,05) En
cuanto a la deteccion de microorganismos
aerobios y anaerobios termoéfilos y mesofilos a
dos temperaturas para los aerobios no se
determind crecimiento microbiologico en la
conserva de pollo con liquido de cobertura, ya
que los analisis aplicados a las dos temperaturas
mostraron un recuento igual de < 1-log UFC/g.
Segiin lo expresado por Pefiafiel (1998) en la
deteccion de escapes de microorganismos de
aerobios y anaerobios en la elaboracion de un
guiso de pollo en conserva tipo aji de gallina, dio
un resultado negativo.

Al comparar los valores de los analisis realizados
a la conserva de pollo con liquido de cobertura,
los microorganismos aerobios y anaerobios
termofilos y mesoéfilos a 37 — 55 °C en la
determinacion de crecimiento de
microorganismo los valores mostrados fueron
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iguales en las dos temperatura. Segiin describe
Montoya (2008), en estudio comparativo de tres
tipos de enlatados de carne de vacuno, en lo que
respecta a la evaluacion microbiana de los tres

productos no se detectaron esporas de
microorganismos termofilos aerobios estrictos o
facultativo, ni esporas de termoéfilos anaerobios
en ninguno de los productos.

Tabla 2. Valoraciones de los microorganismos anaerobios mesdfilos, anaerobios termdfilos, aerobios mesdfilos y
aerobios termdfilos en el mejor tratamiento (A1B1) en placas de carne de pollo, tratada con liquido de gobierno

almacenados durante 28 dias a 25 °C.

Microorganismos Unidades Valoracion
Anaerobios mesoéfilos 37 °C UFCl/g <1,0x10
Anaerobios termofilos 55 °C UFC/g <1,0x10
Aerobios mesofilos 37 °C UFC/g <1,0x10
Aerobios termdfilos 55 °C UFC/g <1,0x10

Tabla 3. Valoraciones de los microorganismos Escherichia coli, coliformes totales, salmonella, recuento aerobios en
el mejor tratamiento (A1B1) en placas de carne de pollo, tratada con liquido de gobierno almacenados durante 28 dias

a25°C.
Microorganismo Unidad Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
Escherichia coli UFC/g <1,5x10 <1,5x10 <1,5x10 <1,5x10
Coliformes totales UFC/g <1,5x10 <1,5x10 <1,5x10 <1,5x10
Salmonella UFC/g ND/25 g ND/25g ND/25¢g ND/25¢g
Recuento de aerobios UFC/g <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10

Los valores corresponden a la media de 3 réplicas. CFU= Unidades formadoras de colonias por gramo. ND, no detectado.

Comparando la conserva de guiso de pollo
elaborada (Peafiel, 1998) y los tres tipos de
enlatados de carne de vacuno elaborado por
Montoya (2008), con, la conserva de pollo con
liquido de cobertura, se observa que en la parte
microbiologica, coinciden los resultados al no
haber crecimiento de aerobios y anaerobios
termoéfilos y mesofilos a pesar de tratarse de dos
tipos de carnes diferentes. Los tipos de
microorganismos que pueden causar enfermedad
en los consumidores se dividen en virus,
bacterias, hongos y parasitos, de los cuales las
bacterias son responsables de mas del 90 % de
los casos confirmados de enfermedades de
transmision por alimentos (ETA). Las cinco
bacterias asociadas a ETA mas frecuentes son
Campylobacter spp., Salmonella (no tifoidea),
Escherichia coli O157: H7 (enterohemorragica),
Escherichia coli 'y Listeria monocytogenes
(Eberle y Kiess, 2012).

4. CONCLUSIONES

El criterio de los catadores respecto al color y
aroma, no fue diferente, segin la prueba de
comparacion de medias utilizada. En cuanto al
aroma y sabor se destaca el tratamiento A1B1
(3,5 % de vinagre y 3,7 % de vermut) que logro
la mas alta valoracion y se diferencia de algunos
de los otros tratamientos. Referente al color y
textura  predominaron en relacion  los
tratamientos A3B1 (8,3 % vinagre y 3,7 % de
vermut), A2B1 (5,9 % de vinagre y 3,7 % de
vermut), A1B1 (3,5 % de vinagre y 3,7 % de
vermut), A1B3 (3,5 % de vinagre y 8,5 % de
vermut), A3B2 (8,3 % de vinagre y 6,1 % de
vermut), siendo similares de acuerdo a la prueba
de comparacion de medias, el analisis
microbiologico del mejor tratamiento), A1B1
(3,5 % de vinagre y 3,7 % de vermut), dio
valoraciones bajas en cuanto a los
microorganismos  anaerobios y  aerobios
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mesofilos y termofilos, Escherichia coli,
coliformes  totales, salmonella, recuento
aerobios, el analisis microbiologico realizado al
mejor tratamiento determind que el producto no
tuvo  alteracion alguna ya que los
microorganismos no proliferaron durante el
tiempo de estudio debido a la aplicacion de las
buenas practicas de manufactura.

La determinacion de estos microorganismos a
diferentes temperaturas; temperatura ambiente y
a 37 °C y 55 °C demostraron que existe
estabilidad microbiologica comercial acelerada
equivalente a dos afios de vida util. El analisis
fisico evidencia parametros que no variaron en el
tiempo y que confirman la estabilidad quimica
comercial. Debido a los analisis microbioldgicos
y fisico realizados al producto se concluy6 que el
efecto del liquido de gobierno compuesto por
vinagre y vermut es muy bueno ya que conserva
bien la carne de pollo.
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Conservacion de queso fresco mediante recubrimientos adicionados
con bacterias lacticas microencapsuladas en alginato sédico

Fresh cheese preservation with lactic acid bacteria incorporated to
microencapsulated sodium alginate coatings
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RESUMEN

Se realizaron pruebas preliminares para microencapsulacion de bacterias lacticas (Lactobacillus
acidophilus) en alginato de sodio y su aplicacion en recubrimientos de queso fresco, como sistema de
preservacion. Para lograr la microencapsulacion de bacterias se realizo la combinacion de ambas técnicas
extrusion y emulsion, utilizandose aceite vegetal, alginato de sodio y CaCl2. Los analisis fisico-quimicos
en queso fresco, mostraron diferencia significativa en pérdida de peso entre los distintos tratamientos
testados (T1, T2 y control), existi6 diferencia significativa en el dia 30 donde T2 obtuvo (45,10 %) en
control menor pérdida (39,94 %). En cuanto a los resultados de textura mostraron diferencia estadistica el
dia 30 en T2 mejor tratamiento (33,26 %) y T1 (16.7 %). En cuanto al anélisis de acidez se mostro diferencia
en el analisis de varianza en todos los tratamientos T1, T2 y control en el dia 30 fue de (0,78 %) para T1 y
para el control de (0,18 %).En los analisis microbioldgicos, los resultados aerobios mesofilos fueron
negativos los dias 20 y 30 de los tratamientos T1y T2 con 0 UFC/g. El control presentd una contaminacion
mayor (17,2-107 UFC/g) al dia 30 de su almacenamiento. Durante el analisis de coliformes totales, el
tratamiento que presentd presencia de microorganismos contaminantes fue la muestra control con (5-10
UFC/g)y T1 (3-10 UFC/g) al dia 30.

Palabras clave: productos lacteos, probidticos, lactobacillus acidophillus, peliculas comestibles

ABSTRACT

Preliminary tests were performed for microencapsulation of lactic acid bacteria (Lactobacillus acidophilus)
in sodium alginate and its application in coatings of fresh cheese, as a preservation system. To achieve the
microencapsulation of bacteria, a combination of two extrusion and emulsion techniques was performed,
using vegetable oil, sodium alginate and CaCl,. (T1, T2 and control), there was the mathematical difference
at day 30 where T2 obtained (45.10 %) in lower control lost 39.94 %). Regarding the texture results, the
statistical difference was shown on day 30 in T2 better treatment (33.26 %) and T1 (16.7 %). Acidity
analysis shows the difference in the analysis of variance in all treatments T1, T2 and control at day 30 (0.78
%) for T1 and for the control of (0.18 %). Microbiological analyzes, mesophilic aerobic results were
negative on days 20 and 30 of treatments T1 and T2 with 0 CFU/g. The control produced a larger
contamination (17.2-107 CFU/g) at day 30 of its storage. (5-10 CFU/g) and T1 (3-10 CFU/g) at day 30.

Keywords: Dairy products, probiotics, Lactobacillus acidophilus, edible coatings
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1. INTRODUCCION

Las bacterias son fundamentales en la industria
ya que permiten desarrollar importantes
progresos en fisiologia celular y en genética. Las
bacterias probidticas se adicionan en distintos
productos alimenticios, entre ellos el yogurt,
bebidas lacteas, quesos, cremas, helados y
postres lacteos. Sin duda una de sus ventajas es
prevenir enfermedades durante su ingesta, pero el
mayor problema se presenta en la viabilidad de
microorganismos en el procesamiento y
almacenamiento de los alimentos e incluso en los
procesos posteriores a su consumo como las
agresivas condiciones gastrointestinales del ser
humano (Lupo Pasin et al., 2012).

Las bacterias del género Lactobacillus
acidophilus se encuentran presentes en el
intestino, en la boca y en la vagina del ser
humano. Absorben la lactosa y la metabolizan
formando 4cido lactico. Consumen nutrientes de
otros microorganismos entrando en competencia
con ellos y controlando, por la disminucién de
nutrientes, el desarrollo desmedido de estos
(Andrade Bracero, 2013).

Lactobacillus acidophilus, ha sido ampliamente
estudiado por ser uno de los principales
microorganismos utilizado en la produccion de
leches fermentadas. Tienen excelente gran
capacidad de adhesion al epitelio intestinal, al
cual pueden colonizar, mejora el balance de la
poblacion microbiana y previene enfermedades.
Se han encontrado cepas capaces de mejorar la
respuesta inmune, reducir la diarrea generada por
radioterapia y a la vez disminuir el estrefiimiento
(Olagnero et al., 2007).

En productos alimenticios, la
microencapsulacion mejora la viabilidad de los
probioticos y el tiempo de vida en anaquel,
debido a su efecto protector contra factores
ambientales elevada acidez, bajo pH, presencia
de oxigeno, agentes toxicos presentados durante
el proceso, principalmente tratamiento con calor,
enzimas digestivas, bacteriofagos y procesos de
secado (Pérez-Leonard et al., 2013).

Los alginatos son hidrocoloides extraidos de
algas, Al reaccionar con iones de calcio son
capaces de generar la formacion de geles
estables. Se utilizan para atrapar sabores a
temperatura ambiente, teniendo capacidad de
reaccionar con los grupos carbonilos, aunque su
alto costo limita su uso (Morales, 2006).

Los alginatos se utilizan en las industrias para
mejorar las caracteristicas y aspecto de los
productos lacteos y productos enlatados. En
microempresas pasteleras el alginato mejora la
textura y retiene la humedad y de igual forma
ayuda en la preparacion de merengues
(Hernandez-Carmona et al., 2012).

Conservacion de queso fresco mediante recubrimientos adicionados con bacterias lacticas microencapsuladas en alginato sédico

La microencapsulacion consiste en empacar
sustancias liquidas solidas o gaseosas como
aromas, bacterias o aceites esenciales que pueden
ser liberadas mediantes procesos quimicos
controlados y en condiciones determinadas. En el
sector industrial, comuinmente se wusa la
encapsulacion de la vitamina C por el gran
problema que presenta en cuanto a su oxidacion
de manera rapida.

Una microcapsula estd formada de una
membrana semi-permeable, esférica, delgada y
fuerte, alrededor de un centro solido/liquido. Los
materiales que frecuentemente se utilizan para el
encapsulamiento son gelatina, grasas, aceites,
goma arabiga, alginato de calcio, ceras, almidon
de trigo, maiz, arroz, papa, nylon, ciclodextrina,
maltodextrina, caseinato de sodio, proteina de
lactosuero o proteina de soya (Parra Huertas,

2010).
En la actualidad los procesos de
microencapsulacion tienen como finalidad

proteger y preservar gran parte de ingredientes
utilizados en el sector farmacéutico e industrial.
La mayoria de autores indican que existen
diferentes tipos de técnicas fisicas y quimicas
para llevar a cabo este procedimiento (Lupo
Pasin et al., 2012; Parra Huertas, 2010; Pérez-
Leonard et al., 2013; Sandoval et al., 2004).
Para realizar la microencapsulacion existen
varios factores, considerando uno de ellos el tipo
de cobertura a emplear. Frecuentemente se usa
agar, alginato de sodio, carregenina o goma
arabiga como cobertura principal para preparar
las microcapsulas. Esta técnica consiste en
formar gotas de la solucion de alginato que
contiene el componente a encapsular al hacer
pasar dicha solucion por un dispositivo extrusor
de tamano y velocidad de goteo controlado. Estas
gotas caen sobre un bafo que contiene la fuente
del i6n divalente, quien induce la gelificacion
mediante el mecanismo de gelificacién externa
(Lupo Pasin et al., 2012).

La técnica de extrusién implica preparar una
solucion acuosa de hidrocoloide, la adicion de
microorganismos se concentraron a ella y extruir
la mezcla de células hidrocoloide a través de una
boquilla que forma gotas que caen en una
solucion de endurecimiento

En el método de microencapsulacion por
emulsion, una pequeia porcion de polimero
celular (fase discontinua) es afiadida a una gran
cantidad de aceite vegetal (fase continua). La
mezcla es homogenizada para formar una
emulsion que contenga agua-aceite y una vez ésta
se forma, se adiciona un agente que insolubiliza
el polimero para formar microcapsulas de gel de
la fase aceitosa. Las capsulas son recogidas por
filtracion (Vargas, 2004).

Fresh cheese preservation with lactic acid bacteria incorporated to microencapsulated sodium alginate coatings
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En el presente trabajo se propuso estudiar el
potencial del uso de bacterias acido-lacticas
contenidas en un recubrimiento comestible para
aumentar la vida til de queso fresco.

2. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en la Universidad
Laica Eloy Alfaro de Manabi en el Laboratorio
de Alimentos del Departamento de Investigacion
y en el laboratorio de Analisis de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Laica
“Eloy Alfaro” de Manabi , del Canton Manta.

2.1 Proceso de activacion de Bacterias LA5

Se utilizo una cepa de bacterias liofilizadas (CHR
HANSE). Para proceder a la activacion de las
bacterias  acido lacticas  Lactobacillus
acidophilus, se pes6 0,0723 g de bacteria
liofilizada y este se agregd en 5 ml de agua
destilada + 0,1 g de glucosa. Luego se procedio6 a
realizar la incubacion de la cepa LAS en un tubo
de ensayo a 38 °C por 24 horas en una camara
climética.

2.2 Preparacion de la solucion de
recubrimiento

En la preparacion del recubrimiento comestible a
base de almidén de yuca, se prepar6 una
disolucion de CaCl,, que fue calentada a 90 °C en
una plancha de agitacion, posteriormente y
homogeneizadas a una temperatura de 50 °C con
un Ultraturrax (Polytron, Switzerland), a 11000
rpm durante 4 minutos.

2.3 Proceso de microencapsulacion

La microencapsulacion de las bacterias activadas
se realiz6 utilizando alginato de sodio empleando
una relacion de 0,09 g de alginato/5 ml de
bacteria activada. En la microencapsulacion, se
utilizé un equipo que consta de una valvula de
compuerta de 2 pulgadas, un tapon roscable de 2
pulgadas y un reductor de 3 a 2 pulgadas. Este
equipo facilito el goteo de la solucion de alginato
de sodio y bacterias sobre la disolucion de CaCl2.
Después de 24 horas de reposo, las
microcépsulas fueron recogidas del fondo del
tubo. Se prepar6 una solucion de 100 ml de
recubrimiento comestible y se sumergieron en
ella 60 g de queso. Seguidamente el queso se
coloco en un envase de aluminio para ser llevado
a la refrigeradora con una temperatura de 6 °C,
donde permanecié almacenado durante 30 dias,
durante los cuales se realizaron los controles
fisico-quimicos y microbiologicos.
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2.4  Protocolo de LA5  sin
microencapsular

Para el tratamiento del queso recubierto con
bacterias sin microencapsular, se procedio del
mismo modo. Tras la activacion de las bacterias
BAL LAS, se incubaron a 38 °C durante 24
horas, seguidamente se procedid a preparar el
recubrimiento comestible a base de almidon de
yuca. El procedimiento fue el mismo que se
utilizd para el protocolo de BAL LAS
microencapsuladas. Se agregaron las bacterias
activadas a la solucion de recubrimiento
comestible y luego se sumergieron 60 g de queso
fresco por unidades experimentales que se
llevaron a refrigeracion de 6 °C durante 30 dias
en donde se realizaron los controles fisico-
quimicos y microbioldgicos.

BAL

2.3. Metodologia de Analisis Fisico
2.3.1 Pérdida de peso

Para determinar la pérdida de peso se registro el
peso inicial y a lo largo del almacenamiento
mediante una balanza digital (Sartorius TE6101,
Alemania). Los resultados fueron expresados
como porcentaje de pérdida de peso con respecto
al peso inicial (Rodriguez Villanueva, 2007).

2.3.2 Textura instrumental
Para la medicion de la firmeza se eligieron 3

trozos de queso de control y 3 de cada
tratamiento. El andlisis de penetracion se realizd

a temperatura ambiente mediante un
texturometro  SHIMADZU  (Japén). Los
resultados fueron analizados mediante el

software Trapezium X. La muestra se colocé en
una placa circular de 12 cm de diametro y el
ensayo de penetracion se realiz6 con un punzon
de 8 cm de longitud, 2 mm de diametro a una
velocidad 20 mm/s, con una penetracion en la
masa del queso de 15 mm (Ziani et al., 2015).
Los resultados se expresaron como la fuerza
maxima (N) necesaria para penetrar en la masa
del queso

2.4. Metodologia de Analisis Quimicos

2.4.1 Acidez titulable

El analisis de acidez se realizd segun el método
16.267 AOAC 2000. En el método se usé como

indicador fenolftaleina y NaOH 0,1 N para la
titulacion, expresada como % de acido lactico

Fresh cheese preservation with lactic acid bacteria incorporated to microencapsulated sodium alginate coatings

20




Garcia Montes et al. / Alimentos, Ciencia e Ingenieria, 2016: 24(2) 18-25

2.5 Anélisis Microbiol6gicos

Al queso fresco (control) se le realizé analisis de
coliformes totales en los dias 0 y 30 de ensayo.
Para los quesos frescos con bacterias
microencapsuladas y sin encapsular, el analisis
de coliformes totales se determiné en el dia 30.
Para los quesos con bacterias microencapsuladas,
sin encapsular y testigo, se realiz6 los analisis de
aerobios meso6filos en periodos establecidos de
(0; 10; 20; y 30 dias). Los resultados fueron
expresados en UFC/g.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Pérdida de peso

El analisis estadistico no determino diferencia
significativa en pérdida de peso de los
tratamientos T1, T2, y control siendo
estadisticamente todos iguales en el dia 0 y 10 de
su almacenamiento (Figura 1). Existi6 diferencia
matematica en el dia 30, donde todos los
tratamientos pierden peso, siendo el control fue
el que menor perdida tuvo (39,94 %) y T2 el que
presento mayor pérdida (45,10 %).

60

N
<o

B
o

Perdida de peso (%)
() 2
= (]

0 10

—-T1 ->-T2

20 30

Tiempo (Dias)
-& CONTROL

Figura 1. Pérdida de peso en queso fresco recubiertas con almidon de yuca y bacterias lacticas Lactobacillus
acidophilus encapsuladas y sin encapsular, almacenadas durante 30 dias a 4 °C y 90% de humedad relativa. ¢ T1, O

T2, ACONTROL.

En lo que respecta a pérdida de peso, el analisis
de varianza no mostré diferencia significativa
entre los tratamientos T1, T2, control durante sus
30 dias de almacenamiento. La aplicacién del
recubrimiento comestible y de BAL LAS5 no
afectd a ninglin tratamiento en lo que se refiere a
pérdida de peso, segiun Alvarez Yanamango y
Barrientos (2011) al aplicarle el Lactobacillus
casei al queso fresco en el analisis de varianza no
mostro  diferencia estadistica durante su
almacenamiento.

3.2 Textura

El analisis de varianza no mostrd diferencia
estadistica significativa en los tratamientos T1,
T2,y control, en el dia 0, evidenciando diferencia
significativa (P>0,05) en los dias 10; 20 y 30.
Respecto a dia 30 (Figura 2), siendo T2 (33,26
N) el que presenta una mejor textura) a diferencia
T1 que mostro una textura de (16,7 N).
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Figura 2. Firmeza en queso fresco recubiertas con almidon de yuca y bacterias lacticas Lactobacillus acidophilus
encapsuladas y sin encapsular, almacenadas durante 30 dias a 4 °C y 90% de humedad relativa. ¢ T1, o T2,

A CONTROL.

En la determinacion de textura se observaron
diferencias significativas en T2 en el dia 30 de su
almacenamiento, teniendo mejor textura que las
muestras T1 y control. Durante los dias 0, 10 y
20 no se encontr6 diferencia estadistica entre el
T2 y el control, siendo el tratamiento T1 que
evidencio diferencia significativa, el beneficio de
las BAL LAS se logro notar en T2 en el dia 30 de
su almacenamiento. Aunque Zambrano (2010)
en su investigacion indica que los probidticos
disminuyen la dureza a los 7 dias de su
almacenamiento.

3.3 Acidez

En cuanto al analisis de acidez existio diferencia
estadistica, en el dia 0 el control con (0,10 %) en

relacion al tratamiento T1 que mostro un
porcentaje mayor (0,37 %) Figura 3. Durante el
dia 10 los tratamientos mostraron acidez elevada
en T1 (1,03 %), siendo el control el que evidencid
el porcentaje mas bajo con un valor de 0,25 %.
En el dia 20 el tratamiento T1 evidenci6 el mayor
porcentaje de acidez con un valor de 0,89 %,
siendo mayor al control (0,18 %). Para el dia 30
los valores mas bajos en cuanto al porcentaje de
acidez se evidenciaron en las muestras del
control con valores de 0,18 % a diferencia del de
T1 que mostr6 el porcentaje mas alto con valores
de 0,78 %.
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Figura 3. Acidez en queso fresco recubiertas con almidon de yuca y bacterias lacticas Lactobacillus acidophilus
encapsuladas y sin encapsular, almacenadas durante 30 dias a 4 °C y 90% de humedad relativa. ¢ T1, o T2,

A CONTROL.

En cuanto al analisis de acidez, se observo
diferencia significativa en todos los tratamientos
T1, T2, control, durante un mes de
almacenamiento. Durante el dia 10 existio mayor
porcentaje de acidez en T1, en el dia O su nivel
de acidez es menor al dia 10, en los tratamientos
T1, T2, control, aquello se debe a la pérdida de
viabilidad de BAL LAS y por lo que disminuye
su acidez a partir del dia 20 y 30, manteniendo la
diferencia estadistica en todos los tratamientos.
Para Alvarez Yanamango y Barrientos (2011) si
existio diferencia en todos los tratamientos, esto

se debe a la poblacién inicial de Lactobacillus
casei presente en el queso fresco.

3.4 Aerobios Mesbfilos

Los datos del analisis microbioldgico mostraron
que en el dia 0 los resultados fueron similares en
Tl (3,0-10”7 UFC/g), T2 (4,1-10" UFC/g) y
control (5,2-107 UFC/g) (Tabla 1). Sin tener
ningin beneficio aplicando el Lactobacillus
acidophilus.

Tabla 1. Recuento de aerobios mesofilos (UFC/g) en muestras de queso, tratadas con almidon de yuca y bacterias
lacticas Lactobacillus acidophilus encapsulado y sin encapsular durante 30 dias a 4 °C.

TRATAMIENTOS Dia0CFU/g Dial0CFU/g Dia20CFU/g Dia30 CFU/g
T1 Bacterias microencapsuladas 3,0-107 1-10° ND ND

T2 Bacterias no microencapsuladas 4,1-107 5-10° ND ND
CONTROL Sin tratamiento 5,2-107 14,4-107 16-107 17,2-107

Los valores corresponden a la media de 3 réplicas. ND = no detectado.
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Variando en el dia 10, donde se noté mayor
contaminacion de aerobios mesofilos en el
control (5,2-107 UFC/g, a diferencia de T1 y T2
donde el nimero de colonias fue < 10 UFC/g.
En el dia 20 los resultados fueron negativos en
las muestras T1 y T2 presentando 0 UFC/g, a
diferencia del control el cual mostro una
presencia de aerobios de 16-107 UFC/g.

Los analisis realizados en el dia 30 los resultados
obtenidos de aerobios mesofilos fueron
negativos tanto en T1 como en T2 0 UFC/g,
mientras que el control mostro (17,2-107 UFC/g).

3.5 Coliformes totales

En cuanto a coliformes totales, Tabla 2 se realizod
su analisis en el dia 0 a la muestra control, los
resultados indica (<1,5-10 UFC/g), presente en el
queso fresco. En el dia 30 de su almacenamiento
se realizaron los analisis de coliformes totales a
todos los tratamientos T1, T2, y control. Los
resultados muestran que existe una ligera
contaminacion en todos los tratamientos siendo
la muestra control con 5-10 UFC/g, T2 con 4-10
UFC/g, T1 con 3-10 UFC/g. Si nos basamos en
la norma COVENIN 3821:2003, los resultados
estan fuera del rango minimo y maximo
permitido en queso fresco.

Tabla 2. Recuento de coliformes totales UFC/g en muestras de queso dia 0 tratadas con Lactobacillus acidophilus

durante 30 dias a 4 °C.

TRATAMIENTOS
CONTROL

Estudio+cantidad de BAL LA5

Sin tratamiento

CFUlg

<1,510

Los valores corresponden a la media de 3 réplicas.

Tabla 3. Recuento de coliformes totales UFC/g en muestras de queso dia 30 tratadas con Lactobacillus acidophilus

durante 30 dias a 4 °C.
TRATAMIENTOS Estudio+cantidad de BAL LA5 CFU/g
T1 Microencapsuladas+0,0723 g 3-10
T2 Sin microencapsular+0,0723 g 4-10
CONTROL Sin tratamiento 5-10

Los valores corresponden a la media de 3 réplicas.

Conrespecto a los analisis de aerobios mesoéfilos,
las BAL LAS5 hacen efecto durante los dia 20, 30
en los tratamientos T1, T2 con resultados de 0
UFC/g la muestra control fue la que presento
mayor contaminaciéon durante los 30 dias de
almacenamiento alcanzando 17,210 UFC/g . En
los dias 0, 10, los tratamientos T1, T2, fueron
disminuyendo el nimero de colonias de aerobios
mesofilos hasta llegar al dia 30 con 0 numero de
colonias.

En cuanto al analisis de coliformes totales el
control dia 0 presento <1,5-10 UFC/g, siendo un
valor bajo al nivel minimo permitido por la
norma de Venezuela COVENIN 3821:2003 de
referencia. Para el dia 30 las muestras Tl
presento 3-10 UFC/G, T2 4-10 UFC/g, control
5-10 UFC/g, sin-presentar niveles maximos de
contaminacion manteniéndose por debajo de los
niveles minimos permitidos.
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En la investigacion de Ramirez et al. (2008)
indica que las bacterias Lactobacillus rhamnosus
mostraron mayor viabilidad en el conteo de
microorganismos 107 UFC/g, aportando a la
inactivacion de bacterias patogenas, al dia 15 de
almacenamiento disminuyo su viabilidad.

4. CONCLUSIONES

Los tratamientos de conservacion de quesos
frescos, usando cepas de BAL LAS encapsuladas
o sin encapsular, han resultado eficientes, ya que
mejoran las caracteristicas organolépticas de
textura. Los resultados de esta investigacion
indican que el tratamiento aplicado usando
Lactobacillus en microcapsulas resulta eficiente
en el control microbiolégico de aerobios
mesofilos y coliformes totales. Estos resultados
mejoran las caracteristicas del queso hasta 30
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dias de conservacion. En contrapartida, los
tratamientos con BAL LAS5 han aumentado la
acidez del queso en el tiempo de ensayo, respecto
al control.

En definitiva, se recomienda el uso de cubiertas
de almidon de yuca y bacterias BAL LAS
microencapsuladas para la conservacion de
queso fresco.
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RESUMEN

En el presente trabajo se realizé un estudio aerobiologico en la zona de descarga del relleno sanitario para la
Empresa Publica Municipal Gestion Integral de Desechos So6lidos de Ambato (EPM-GIDSA), con el propdsito de
desarrollar instructivos en los puestos de trabajo de dicho centro. Para ello se relacionaron las principales variables
que afectaron el crecimiento microbiano. Para la identificacion de las bacterias se utilizaron las pruebas
bioquimicas de Indol, Rojo de Metilo, Voges-Proskauer y Citratos (IMViC), mediante las cuales se alcanz6 el
nivel de género y especie. Las pruebas realizadas determinaron que en el medio aéreo del relleno sanitario estan
presentes microorganismos patdogenos como Salmonella, Escherichia coli y Klebsiella, cuya deteccion hace
aconsejable el estudio de medidas de seguridad en el entorno del mismo, que eviten posibles problemas de salud
publica.

Palabras clave: residuos solidos comunes, residuos hospitalarios, particulas aerotransportadas, test bioquimicos,
microorganismos patégenos

ABSTRACT

In this project an aerobiological study was carried out in the sanitary landfill discharge zone for the Municipal
Public Company Solid Waste Management Ambato (EPM-GIDSA). The purpose of this project was to develop
instructions for work places in the Company. Thus, the main variables affecting the microbial growth were related.
For the identification of the bacteria there were used biochemical tests of Indol, Methyl Red, Voges-Proskauer and
Citrates (IMViC) in order to determine the genus as well as the specie level. It was determined that pathogenic
organisms such as Salmonella, Escherichia coli and Klebsiella are present in the aerial environment of the landfill,
the detection of which makes it advisable to study safety measures in the environment, avoiding possible public
health problems.

Keywords: common solid wastes, hospital wastes, airborne particles, biochemical tests, pathogenic
microorganisms.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo constante de la ciudad, asi como el
crecimiento paulatino de la poblacion influyen
directamente en la generacion de residuos sélidos
que son manejados por la Empresa Publica
Municipal Gestion Integral de Desechos Solidos de
Ambato (EMP-GIDSA). El volumen de estos
residuos sélidos urbanos (RSU) es dependiente del
nivel de vida de la poblacion, el ingreso econémico
que esta posea, asi como depende del tipo de zona
que se trate como rural o urbana.

El estudio aerobioldgico del aire generara resultados
plausibles sobre la realidad atmosférica de los
principales sectores donde los trabajadores realizan
sus labores diarias generando una base importante de
datos que aportaran al desarrollo de manuales de
seguridad para
empleados de GIDSA destinados al relleno sanitario
y a la reduccidon probabilistica de epidemias
originadas por el transporte en el aire de estos
patégenos propios de los desechos sélidos en
especial de la fraccion organica y residuos
compostables (Flores et al., 2007).

Se conoce como microrganismos patogénicos o
patdgenos a aquellos que son capaces de dafar la
salud de ser humano debido a la gran interaccion
existente entre humanos y microorganismos ya que
las condiciones de vida de estos seres microscopicos
son compartidas con las fuentes alimenticias del ser
humano como por ejemplo el agua y las fuentes de
carbono (carbohidratos) entre otros que brindan
energia  principalmente. Dichos  organismos
microscopicos tienden a enfermar de diferentes
maneras al cuerpo humano y muchos de ellos son
una de las causas mas importantes de una elevada
mortalidad, dentro de estos patbgenos encontramos
a bacterias y protozoarios, a los virus se les incluye
dentro de la clasificacion de microorganismos a
pesar de no tener las mismas caracteristicas que las
bacterias. En el caso de los hongos la mortalidad
humana es minima, aunque si generan afectaciones
en la salud principalmente en la piel (Montafio et al.,
2010)

Las pruebas bioquimicas conocidas como Indol,
Rojo de Metilo, Voges-Proskauer y Citratos
(IMViC) son definidas Instituto
Ecuatoriano de Normalizacion INEN como pruebas
utilizadas en el campo de la biologia para la
identificacion de bacterias. IMViC esta compuesta

evitar enfermedades en los

segun el

por cuatro pruebas: Indol, Rojo de metilo, Voges-
Proskauer y Citrato. El resultado de estas pruebas se
los representa con simbolos de positivo o negativo
segun el resultado de cada prueba (INEN 2015).
Actualmente se llegan a utilizar mas pruebas para
identificar de mejor manera a los microorganismos
patdgenos, se incluye principalmente la motilidad y
la medicion de H,S. Para este tipo de pruebas se
utilizan medios de cultivo soélidos y liquidos
especificos para cada prueba, asi como en algunas de
ellas es necesaria la adicion de reactivos que
permiten la identificacion mediante cambios de
coloracion en los tubos de ensayo (Reynolds, 2012).
Los trabajo  permiten la
normalizacion y regularizacion del uso de elementos
mitigantes de posibles enfermedades que se generan
por la exposicion que tienen los empleados a factores
bioldgicos de alto riesgo. Los riesgos laborales
deben ser identificado para poder destinar los
recursos necesarios para la utilizacion de los
elementos de proteccion adecuados para cada riesgo
identificado, aunque sigue siendo la solucion mas
adecuada el mitigar, reducir o controlar el riesgo
desde su origen evitando el uso de elementos de
proteccion especificos para cada trabajador (Abrego
etal., 2016).

Con el estudio aerobioldgico se identificaran los
patdgenos presentes en el aire y basados en estos se
planteardn instructivos de seguridad e higiene
industrial para EPM-GIDSA.

instructivos  de

2. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo de esta investigacion se tomo
como poblacion de estudio a todas las hectareas del
relleno sanitario manejado por la empresa municipal
EPM-GIDSA. Las hectareas consideradas estaban
conformadas por areas de entrada y salida de
vehiculos, areas verdes, areas selladas donde ya no
se deposita basura, areas abiertas para deposito de
basura tanto privada como publica, area destinada a
desechos hospitalarios, asi como areas nuevas que
estaban siendo adecuadas para la recepcion de
desechos industriales y desechos hospitalarios.

Del total de celdas se seleccionaron dos zonas
especificas, como muestra de estudio. Para la
seleccion de las zonas se tomaron en cuenta la
accesibilidad a las mismas, las condiciones
ambientales, la probabilidad de encontrar
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microorganismos, la recurrencia de empleados y
personas privadas en dichos lugares, la utilizacion de
la zona y el proceso de descomposicion que se
producia en estos lugares.

Como complementacioén del estudio aerobioldgico
se procedid a escoger variables que afectaron el
desarrollo microbiano en el aire del relleno sanitario.
Para dicho aspecto se tomé en cuenta las horas de
descarga de los carros recolectores, la hora de trabajo
de la maquinaria pesada encargada de distribuir la
basura y rellenar las celdas activas, asi como los dias
de trabajo y conocer la presencia de
microorganismos potencialmente patogénicos en la
atmosfera de dicho relleno. Se escogieron dos zonas
que fueron consideradas como criticas las mismas en
donde se realizaron la toma de muestra y que se
identificaron de la siguiente manera:

e Zona 1 (Area de desechos hospitalarios)
e Zona2 (Area de descarga activa)

El horario de recoleccion de la muestra se seleccion6
debido a las horas de ingreso de los carros
recolectores, dos horas de muestreo fueron
consideradas como adecuadas (10:00 y 14:00). Se
decidio hacer dos semanas de estudio en cuanto a
bacterias para obtener 5 dias de muestras con dos
replicas. En el caso de hongos por cuestion
estratégica y presupuestaria se realizo una semana de
muestreo, sin embargo, se mantuvo el protocolo,
realizando 5 dias de muestreo con dos replicas al
momento del aislado en medios selectivos para
hongos.

Los procesos de muestreo se ejecutaron con trajes de
seguridad biologica azules acompafiados de botas de
caucho, guantes, mascarilla y cofia. El aire fue el
objeto de estudio dentro de esta investigacion y para
esta finalidad se necesitd de jeringas estériles de 20
cc por cada toma de muestra y zona de estudio,
realizando 20 aspiraciones en cada
aproximadamente a 4 o 6 metros de distancia cada
una de ellas dependiendo si es zona 1 o zona 2 segin
el tamafno de las zonas. Las aspiraciones fueron
depositadas en matraces de vidrio que contenian
medio de cultivo liquido Infusion Cerebro-corazon
(BHI). En el caso de hongos se incorporo antes del
muestro el antibidtico Ceftriaxona en una cantidad
de 100 pl para evitar crecimiento bacteriano.

Los matraces donde se recolectaron las muestras
estaban sellados con papel aluminio y eran abiertos
Unicamente para depositar las aspiraciones, evitando

zona

que la jeringa tope el medio liquido o se sumerja en
el mismo. Cada 5 aspiraciones se agitaba el medio
para interaccion del aire con el medio de cultivo.
Los matraces fueron transportados para ser
almacenados e incubados a 37 °C durante 48 horas
permitiendo el infinidad de
microorganismos, facilmente observables por el
cambio de color del medio, presencia de turbidez del
mismo o en algunos casos presencia observable de
una capa grasosa en la parte superior del medio
liquido dentro de los matraces.

crecimiento de

2.1. Aislamiento micético y bacteriano

Transcurrido el tiempo de incubacion de 48 horas se
realizaron 4 diluciones (10, 107, 103, 10*) en caldo
peptona al 1 %, de la Gltima dilucién (10%) se tomo
100 pl que fueron colocados en placas Petri que
contenian medio de cultivo s6lido Mac Conkey Agar
y Tripteina Soya Agar (TSA) realizando dispersion
en placa, e incubandolas durante 48 horas a 37 °C.
Después del tiempo de incubacion se evaluaron
ambos medios de cultivo, en el caso Mac Conkey la
presencia de E. coli generd una decoloracion del
medio, el cual varié su color de rojo a castafio
posterior a las 48 horas de incubacion, dichas
bacterias que presentaron dicho cambio en Ila
coloracion fueron aisladas en placas Petri estériles
que contenian el mismo medio de cultivo del que
procedian usando la técnica de estria simple, dichas
placas fueron llevadas a incubacion por 48 horas a
37 °C. Luego de este tiempo y comprobado
visualmente la ausencia de contaminacion bacteriana
se procedio a almacenar las muestras para la
posterior realizacion de las pruebas IMViC.

En el caso de TSA no presentd cambio de coloracion
en el medio, debido, al crecimiento microbiano. El
TSA al ser un medio menos selectivo el crecimiento
de la colonia fue mayor y para este caso se utilizd
placas Petri con el mismo medio para facilitar el
crecimiento de las bacterias seleccionadas. Se
realizd estria simple en placas tri-Petri que fueron
incubadas a 37 °C por 48 horas y luego se
almacenaron hasta la realizacion de las pruebas
IMViC. Una vez incubados los matraces que
contenian Ceftriaxona se realizaron diluciones en
caldo peptona al 1 % hasta 103, de esta ultima
dilucién se replicoé en medio Sabouraud glucosa al 4
% (SAB) y Extracto Malta Agar (EMA) utilizando
la técnica de dispersion en placa. Se replicaron
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dichas diluciones en cajas Petri con medio sdélido,
tomando en cuenta el dia, zona y hora de muestreo
haciendo dicho aislamiento por duplicado, dichas
cajas fueron incubadas por un tiempo de 3 dias a
temperatura ambiente (25 °C).

Una vez obtenido el crecimiento micotico en las
placas Petri se procedi6 a aislarlos en nuevas placas
Petri, segin el medio de cultivo del que procedian.
Se cortd una porcion de agar donde se encontraba el
hongo y fue sembrada en las placas virgenes sin
antibidtico y fueron incubadas por tres dias a 25 °C
para ser posteriormente evaluadas.

2.2. Cantidad microbiana

Para conocer la cantidad microbiana segun las zonas
de estudio, se procedio a medir la turbiedad de las
diluciones que fueron usadas para la dispersion en
placa, para lo cual se realiz6 una curva de calibracion
que sirvioé para la determinacion de las unidades
formadoras de colonia (UFC) de todos los tubos de
dilucién 10* de bacterias, este proceso no se realizd
con hongos. Para esta medicion fue necesario
preparar estandares para la escala de McFarland
(Dalynn Biologicals, 2014).

Una vez obtenida la curva de calibracion se midio la
muestra contenida en cada tubo de dilucion en un
espectrofotometro a 540 nandmetros de longitud de
onda y se obtuvieron las absorbancias que sirvieron
para la determinacion de la concentracion de
microorganismos en cada dilucion.

2.3. Pruebas bioquimicas

Se obtuvieron un total de 75 estrias entre las
bacterias aisladas a partir de McConkey y las de
TSA, estos microorganismos fueron sometidos a
pruebas bioquimicas para determinar su capacidad
enzimatica y bibliograficamente poder identificarlas
como patogénicas o no. Se emplearon las 4 pruebas
mas utilizadas tabuladas y representadas como
positivas (+) y negativas (-).

2.4. Prueba del Indol

Se utilizaron tubos de ensayo que albergaban 5 ml de
caldo de peptona, cada tubo fue incubado con cada
una de las estrias obtenidas, incubadas por 48 horas
a 37 °C, una vez terminada la incubacion se le anadio
a cada tubo 3 gotas del reactivo de Kovacs (Rao,
2006).

2.5. Rojo de metilo

Para esta prueba se utiliz6 la misma cantidad de
tubos que la prueba del Indol, se esterilizo en dichos
tubos de ensayo el medio de cultivo liquido rojo de
metilo y Voges Proskauer (RM—VP), al cual
posteriormente se le inoculé con cada bacteria a
identificar, dejandola incubar durante 48 horas a 37
°C, cuando el tiempo de incubacion culmino, se le
agregd 3 gotas de solucion de rojo de metilo al 0,2
%.

2.6. Voges-Proskauer

Se utilizaron tubos de ensayo con medio de cultivo
RM-VP inoculados con las estrias de cada bacteria
seleccionada e incubados a 37 °C durante un tiempo
de 48 horas, una vez concluido el tiempo de
incubacion se procedio a agregar 2 gotas de solucion
de hidréxido de potasio al 40 % y 3 gotas de a-naftol
al 6 % se agitaron y dejaron reposar durante 5
minutos.

2.7. Citrato de Simmons

Para la prueba de utilizacion de citrato se empled
tubos microbioldgicos de tapa rosca en los cuales se
esterilizdé medio de cultivo sélido Simmons Citrate,
se dejaron enfriar en posicion inclinada. Una vez
obtenido el agar inclinado se realizaron estrias de
todas las bacterias que se encontraban en las placas
tri-Petri, estos tubos permanecieron durante 48 horas
a 37 °C en incubacién. Una vez transcurrido dicho
tiempo se evalud el cambio de coloracion del azul de
bromotimol del medio.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La siembra en el medio de cultivo TSA present6
excelentes resultados, debido a que, en su totalidad
existio crecimiento. Se utilizo un factor de dilucion
alto, sin embargo, existi6 abundante crecimiento en
la placa, a pesar, del excesivo crecimiento se logro
tener colonias aisladas y de esa manera poder
realizar un aislamiento de dichas colonias.

La siembra en McConkey Agar presentd resultados
diferentes ya que este fue un medio de cultivo mas
especifico y por tal razon no se dio el crecimiento en
todas las placas, en ciertas placas existi0 un
crecimiento total donde se cubri6 la caja Petri por
completo y se tornd de color rosado, mientras que en
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otras placas el crecimiento se presenté acompaiiado
con una decoloracion del medio.

Para la siembra de hongos se realizO con una
dilucion baja debido a que la presencia de hongos no
es igual a la de bacterias por las mismas condiciones
del relleno sanitario. En los dos medios de cultivo
existid un crecimiento practicamente nulo, esta
ausencia de crecimiento se atribuyé a las
condiciones del dia, ya que el tipo de basura que
puede ingresar al relleno sanitario no siempre
provino de las mismas fuentes y eso generd
variaciones, por lo expuesto y el bajo crecimiento de
hongos en las placas solo se procedi6 al aislamiento
para ver el tipo de crecimiento.

3.1. Aislamiento de bacterias

La seleccion de las bacterias se realizd de los
diferentes tratamientos, tomando en cuenta colonias
separadas y de la diferencia entre si, para no tener un
crecimiento repetitivo de una misma bacteria. Para
la identificacion se enumero las estrias de acuerdo al
tratamiento de donde fueron seleccionadas, en lo que
corresponde al medio de cultivo TSA y para las
bacterias aisladas del medio de cultivo McConkey
Agar, el aislamiento realizado por estria simple
presentdé un crecimiento adecuado y sin
contaminacion.

3.2. Aislamiento de hongos

Para el aislamiento de hongos se replico el
tratamiento que presentd crecimiento, con el
proposito de evidenciar el tipo de morfologia que el
hongo presentd. El hongo identificado fue
Trichoderma, este tipo de hongo no es infeccioso
para el ser humano, de igual manera cabe mencionar
que, debido a que, solo existid crecimiento en un
solo tratamiento no justifico la realizacion de
microcultivo.

3.3. Pruebas IMViC

Se realizo todas las pruebas IMViC a las 75 bacterias
que se obtuvieron en el aislamiento entre los dos
medios de cultivo anteriormente mencionados, los
resultados se registraron como positivo o negativo,
ya que estas pruebas son cualitativas, los datos se
tabularon en base al nimero de estria y al medio de
cultivo.

Con la revision bibliografica se pudo obtener los
resultados del tipo de microorganismos encontrados
en el relleno sanitario, donde los resultados de
IMViC y del tipo de bacterias se indican en la Tabla
1, sin embargo, existieron bacterias no identificadas
para lo cual se deberia realizar pruebas bioquimicas
especificas, de acuerdo a los resultados obtenidos se
evidenciaron presencia de Shigella flexne,
,Salmonella, Klebsiella, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, que presentaron un riesgo
para los trabajadores del relleno sanitario.

Tabla 1. Cuantificacion de INViIC

Microorganismo

Cantidad en muestras

Staphylococcus aureus
Klebsiella/Enterobacter
Shigella flexneri
Escherichae coli
Salmonella

C. Koseri

No determinadas

6
7
11
12

26
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Los microorganismos anteriormente mencionados se
encontraron en las dos zonas de descarga de
residuos, tanto en la zona de desechos hospitalarios
como en la zona de desechos comunes, en horas o
dias diferentes.

3.4. Recuento de microorganismos viables

El método turbidimétrico se basd en la densidad
optica a una longitud de onda de 540 nm y la

utilizacion de la escala de McFarland. Se midieron
las absorbancias para la elaboracion de la curva de
calibracion Como se observa en la Tabla 2, la curva
de calibracién permitid obtener la ecuacion de la
recta para poder determinar las concentraciones
basadas en las absorbancias experimentales de los
tratamientos con dos réplicas.

Tabla 2. Escala de McFarland

Tubo HZ\Q%QTI% BXS:Q r1n!J/o UF(%mI LnX
1 9.9 0,1 3,00E+08 19,52
2 9.8 0.2 6,00E+08 2021
3 9.7 03 9,00E+08 20,62
4 96 0.4 1.20E+09 20,91
5 95 0,5 1,50E+09 21,13
6 9.4 0.6 1.80E+09 2131
7 93 0.7 2,10E+09 21,47
8 9.2 0.8 2 40E+09 21,60
9 9,1 0.9 2 70E+09 21,72
10 9 1 3,00E+09 21,82

Ln X correspondi6 al logaritmo natural de
UFC/ml. Los tratamientos tomados en cuenta
para la semana 1 de muestreo se clasificaron
segin la zona de desechos como al
(hospitalarios) y a2 (comunes), segun la hora en
la que se tomd que fueron bl (10:00) y b2
(14:00), finalmente los dias muestreados fueron

cl (lunes), c¢2 (martes), c3 (miércoles), c4
(jueves), c5 (viernes).

Para los calculos estadisticos se aplicod un disefio
factorial AxBxC, procesando los datos en el
programa estadistico Infostat (Figura 1).

Estudio aerobioldgico del relleno sanitario municipal de la ciudad de Ambato
Acrobiological study of Ambato municipal controlled landfill

31



Mendoza et al. / Alimentos, Ciencia e Ingenieria, 2016: 24(2) 26-32

DE

ABCDE B
ascp | ABGDE

2087 ABCD

ABC DABC D

AB

b

aZbicd atbled azbzet atbZct albZcd aibics atbicl atbic2 aZhicd azblc? aZhlcd azhicd aZhich aZble? atbled albZch azhZeS aZblol albc2 athiod

TRATAMIENTOS

Figura 1. Concentracion de microorganismos mesofilos aerobios totales dependientes del tipo de desecho

analizado.

El analisis estadistico con la prueba de Tukey al
5 % demostré que las interacciones ABC mas
relevantes en la contaminacién bacteriana
existentes en el relleno sanitario de Ambato
fueron los dias viernes a las 14:00 en la zona de
desechos comunes (tratamiento a2b2c5) y los
dias jueves a las 14:00 en la zona de desechos
hospitalarios (tratamiento alb2c4), por lo tanto,
se convirtieron en la mayor contaminacion y
riesgo para los trabajadores del relleno sanitario
de Ambato.

4. CONCLUSIONES

Con la utilizacioén de medios de cultivo selectivos
se aislaron bacterias potencialmente patdgenas
presentes en el aire del relleno sanitario y con los
resultados de las pruebas IMViC se identifico la
especie y género a las que pertenecieron dichos
microorganismos. Los microrganismos
identificados pueden generar enfermedades
peligrosas y con niveles considerables de
mortandad a nivel mundial si no se les da el
correcto tratamiento. Ademas, dichas bacterias
son oportunistas y pueden atacar a los

trabajadores.
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RESUMEN

La investigacion aprovecho la grasa de los rifiones bovinos del Camal Frigorifico Municipal Ambato para
la obtencion de biodiésel como combustible de origen animal. Mediante el método de fusion en seco y un
proceso de refinamiento se extrajo grasa con caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para la produccion
de biocombustible. La obtencion de biodiésel se realiz6 mediante una reaccion de transesterificacion en la
que se controlaron los siguientes factores; relacion molar de metanol/grasa, tiempo de reaccion y tipo y
concentracion de catalizador. Dichos factores fueron analizados mediante un disefio experimental factorial
2", La generacion de biodiésel mediante una relacion molar 9:1, durante 60 minutos, y empleando una
concentracion de 0,40 % de KOH como catalizador, permiti6 alcanzar el mayor rendimiento del proceso
de transesterificacion (67,75 %) y un beneficio de 0,05 USD por litro producido. El biodiésel elaborado
mediante dicha combinacion de factores, permitio obtener un biodiésel limpio y brillante con un punto de
inflamacion de 132,4 °C, asegurando su desempefio como combustible segun la norma ASTM D 93 vigente
en Ecuador.

Palabras clave: Biodiésel, grasa bovina, fusion en seco, transesterificacion, camal.

ABSTRACT

In this investigation, fat from the bovine kidneys of “Camal Frigorifico Municipal Ambato” was used to
obtain biodiesel as an animal fuel. Using the dry melt method and a refinement process, fat was extracted
with physicochemical characteristics suitable for the production of biofuel. The biodiesel was obtained by
a transesterification reaction in which the following factors were controlled; Methanol / fat molar ratio,
reaction time and type and catalyst concentration. These factors were analysed using a 2" experimental
factorial design. The generation of biodiesel by means of a 9: 1 molar ratio for 60 minutes and using a
concentration of 0.40 % KOH as catalyst allowed the highest transesterification efficiency (67.75 %) to be
achieved and a benefit of 0.05 USD per litre produced. The biodiesel produced by this combination of
factors allowed obtaining a clean and bright biodiesel with a flash point of 132.4 °C, ensuring its
performance as fuel according to the ASTM D 93 norm in force in Ecuador.

Keywords: Biodiesel, bovine fat, dry melting, transesterification, slaughterhouse
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1. INTRODUCCION

Diversos estudios recientes, han explorado la
posibilidad de utilizar como materia prima los
residuos grasos vegetales para la produccion de
biodiésel  mediante una  reaccion  de
transesterificacion (Bulla Pereira, 2014). Sin
embargo, existen menos estudios de utilizacion
de los residuos grasos de los rifiones vacunos en
comparaciéon con la utilizacion de grasas
vegetales, a pesar de que tienen mayor contenido
de acidos grasos saturados y proporcionan mayor
estabilidad al producto final, esto se ha dado
porque en la composicion de la grasa animal
existe una gran cantidad de acidos grasos de
cadena larga (mas de 8 atomos de carbono),
como el acido estearico que tiene una
temperatura de fusion mayor a 40 °C (Vivas,
2010). Por otro lado, independientemente del
catalizador empleado, los residuos grasos
animales pueden aumentar la temperatura de
fusion del biodiésel, lo que puede ser una
desventaja en climas frios (Sandoval et al., 2009)
La reaccion de transesterificacion de una grasa se
da cuando los triglicéridos reaccionan con
metanol, bajo la accion de NaOH o KOH
(catalizadores basicos que aceleran la reaccion de
transesterificacion), para producir una mezcla de
metilésteres de acidos grasos y glicerina, ademas,
para obtener un mayor rendimiento en la
produccion de biodiésel se utiliza un tiempo de
reaccion de 60 minutos y en el caso de la grasa
bovina se tiende a utilizar concentraciones
minimas de catalizador de 0,35 y 0,4 % (Angarita
y Herrera, 2008; Arévalo et al., 2008). Esta
reaccion consta de tres etapas donde el
triglicérido es convertido consecutivamente en
diglicérido, monoglicérido y glicerina (Dinis,
2012)

La ASTM (American Society for Testing
Materials) International esta fomentando el uso
de una fuente de energia alternativa con la
publicacion de octubre de 2008 de
especificaciones nuevas y revisadas para el
biodiésel (Fajardo, 2015). Las nuevas normas le
dan a la industria una herramienta valiosa
reconocida y aceptada del mismo modo por
compradores y vendedores que garantiza la
calidad y el comportamiento del producto porque
establece pardmetros claramente definidos
(Kessel, 2009). Por este motivo el objetivo de
este trabajo de investigacion es determinar las
caracteristicas de biodiésel obtenido de grasa de
los rifiones bovinos

2. METODOLOGIA

2.1. Materia primay extraccion por método de
fusién en seco

La grasa bovina proveniente del CFMA, fue
recolectada de la sala de oreo antes que se mezcle
con los efluentes liquidos en el sistema de
alcantarillado. Tras la recoleccion, la grasa se
lavé con agua y se eliminaron los restos de carne.
A continuacion, se cortd hasta formar trozos de
un centimetro y se almacend en recipientes
cerrados en refrigeracion.

Para la extraccion se pesaron 200 g de grasa
triturada, a continuacion, se coloco la grasa en
una olla y se cocind a una temperatura superior a
80 °C, evitando que ésta se queme. Finalmente,
la grasa liquida fue filtrada dos veces a través de
un cedazo metalico y un lienzo de tela separando
la grasa de la materia residual (chicharrones)
(Marcilla, 1998).

2.2. Refinamiento y
fisicoquimicos de la grasa

parametros

Este proceso se realizd en cuatro etapas:
-Desgomado: a la grasa liquida se agregaron 25
ml de agua destilada y la mezcla se calent6 a 80-
90 °C por 10 minutos, con agitacion constante.
-Separacion de lecitina: a la solucion caliente de
grasa y agua destilada se agregaron 2 g de acido
citrico. Luego se calentd a 80-90 °C por 10
minutos, con agitacién constante. Finalmente se
dejo enfriar la grasa por 1 hora y se separ? la fase
solida de la liquida (lecitina) por decantacion.
-Blanqueado: se coloco grasa solida en una jarra
con una solucion de 500 ml de agua destilada y
10 % de peroxido de hidrogeno de 10 voliimenes
y se dejo en reposo por 7 dias a temperatura
ambiente.

-Secado: la grasa solida se calentd a 120 °C por
30 minutos con agitacion, evitando que la grasa
se queme (Angarita y Herrera, 2008; Yaulema
Yulan, 2014).

Para la evaluacion de los
fisicoquimicos se realizo:
-Determinacion de la densidad: Se llevé a cabo
segun la norma (INEN, 1973) a una temperatura
de 65 °C.

-Determinacion de la viscosidad cinematica: Se
llevo a cabo segun la norma (INEN, 1987) a una
temperatura de 65 °C.

-Determinacion del indice de refraccion: Se llevo
a cabo segliin la norma NTE INEN ISO 6320
(INEN, 2013b) a una temperatura de 40 °C.
-Determinacion del porcentaje de acidos grasos
libres: Se llevo a cabo segtin lanorma NTE INEN
ISO 660 (INEN, 2013a)

parametros
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-Determinacion del indice de peroxidos: Se llevo
a cabo segun la norma NTE INEN ISO 27107
(INEN, 2013c).

2.3. Proceso de obtencion de biodiésel y
propiedades fisicoquimicas

En la transesterificacion con calor se utilizo grasa
extraida por el método de fusion en seco. Se

realizaron ensayos con 100 ml de grasa donde
vario la relacion molar, el tiempo de reaccion y
el tipo y concentracion de catalizador (Dinis,
2012).

Los factores y niveles que se utilizaron en este
proceso se indican en la Tabla 1.

Tablal.- Factores y niveles de estudio para la obtencion de biodiésel

Factores Niveles
A. Relacién molar metanol:grasa Al: 6:1
A2:9:1

B. Tiempo de reaccién
C. Concentracion de catalizador

D. Tipo de catalizador

C1: 30 minutos

C2: 60 minutos
B1:0,35%

B2:0,40 %

D1: Hidréxido de Sodio
D2: Hidréxido de Potasio

Para la purificacion del biodiésel se realizo el
siguiente proceso:

-En un matraz Erlenmeyer se agrego biodiésel sin
purificar y una solucién de agua acidulada (pH
3,5) con acido citrico en proporcion 5:1 (p/p)
(agua-acido).

-Se agitd la mezcla por un minuto y se separd por
decantacion el biodiésel a las dos horas de
reposo. Se repitid tres veces este proceso,
obteniendo de esta forma un liquido residual
(agua y catalizador) de color blanquecino en el
primer lavado. En el ultimo lavado el liquido fue
mas claro con pH casi neutro (pH 7,04).
-Finalmente se realizo el secado del biodiésel en
estufa a 100 °C por 4 horas para eliminar el
exceso de agua y metanol (Césare et al., 2009).
Una vez determinado el tratamiento de maximo
rendimiento de generacion de biodiésel, se
elabor6 1 L de combustible mediante dicho
tratamiento. De esta muestra se realizaron
analisis de densidad relativa, viscosidad
cinemética y determinacién del punto de
inflamacion. Estos andlisis se realizaron en el
Departamento de Petrdleos, Energias y
Contaminacion de la Facultad de Ingenieria
Quimica de la Universidad Central del Ecuador,
siguiendo los métodos recogidos en la norma
(INEN, 2009).

El biodiésel generado a partir de cada una de las
combinaciones experimentales del proceso de

transesterificacion se analizo teniendo en cuenta
las siguientes variables:

-Densidad. La densidad se determindé a una
temperatura de 15 °C seglin la norma NTE INEN
0035 (INEN, 1973).

-Viscosidad cinematica. La viscosidad se
determind a una temperatura de 40 °C segun la
norma NTE INEN 0810 (INEN, 1987).
-Rendimiento de biodiésel. Para calcular el
porcentaje de biodiésel se midid el volumen
obtenido a partir de 100 mL de grasa para cada
tratamiento.

Por tltimo, se cuantifico la glicerina total, libre y
ligada presente en la fase glicérica segin la
norma Ca 14-56 (AOAC, 1990).

2.4 Disefio experimental

Se aplico un disefio factorial 2" de cuatro factores
con dos niveles y dos réplicas para cada
tratamiento experimental. En la Tabla 1 se
detallan los factores y niveles para la obtencion
de biodiésel.

2.5. Analisis estadistico

Las caracteristicas fisicoquimicas de la grasa se
analizaron por triplicado, mientras que las
propiedades fisicoquimicas del biodiésel, se
analizaron por duplicado. Para todos los
parametros se calculd la media y la desviacion
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tipica. A partir de dichos estadisticos, se calculd
el coeficiente de variacion de Pearson como
medio de comparacion de la dispersion de los
datos de cada variable. La comparacion entre
tratamientos (separacion de medias) se llevo a
cabo mediante analisis de varianza (ANOVA),
empleando el test de Tukey con un nivel de
confianza del 95 %. Los calculos estadisticos
fueron efectuados mediante el software
Statgraphics Centurion XV.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisis del método de extraccion y
refinamiento de la grasa.

En el proceso de extraccion de la grasa por fusion
en seco los tejidos grasos se descomponen, la
grasa sube a la superficie del recipiente mientras
que en el fondo quedan los residuos formados por
los restos del tejido del que se ha extraido la
grasa.

Con este método se obtuvieron rendimientos de
90,3 % de grasa y 9,7 % de materia residual
(chicharrones).

En la primera etapa del refinamiento de la grasa
(desgomado con agua destilada) se eliminaron
los fosfolipidos hidratables perjudiciales para la
elaboracion del biodiésel y como producto
residual de este proceso se obtuvo lecitina de
color blanquecino, que desde el punto de vista
quimico es un éster fosforico enlazado con
diglicéridos estearicos, palmiticos u oleicos que
se encuentra en cualquier grasa de origen vegetal
o animal (Yaulema Yulan, 2014).

En la segunda etapa, al afiadir pequefias
cantidades de 4cido citrico en la grasa
desgomada, los fosfolipidos no hidratables
(fosfolipidos que forman sales con metales como
calcio o magnesio, insolubles en agua) se
convirtieron en  fosfolipidos  hidratables
(Angarita y Herrera, 2008; Yaulema Yulan,
2014).

En la tercera etapa, se eliminaron los pigmentos
carotenoides que estructuralmente  estan
constituidos por cadenas unidas de hidrocarburos
altamente insaturados, y se disminuy6 el mal olor
producido por el oxigeno del aire y las bacterias
presentes (Angarita y Herrera, 2008; Bailey,
1984).

En la cuarta etapa, el secado de la grasa, se
elimind un 2,3 % de agua residual de las etapas
anteriores. La eliminacion de agua en la grasa es
importante, debido a que su presencia durante la
elaboracion de biodiésel origina la formacion de
subproductos de bajo valor afiadido (jabones) y
disminuye el rendimiento de produccion de
biodiésel.

Al final del proceso de refinamiento se obtuvo un
97,7 % de grasa libre de agua, fosfatidos,
metales, pigmentos o sustancias que producian
mal olor, siendo adecuada para la produccion de
biodiésel.

3.2. Parametros de la grasa extraida mediante
fusion en seco

La Tabla 2 presenta los parametros
fisicoquimicos de la grasa extraida por el método
de fusion en seco.

Tabla 2. Resultados de los parametros fisicoquimicos de la grasa extraida por el

método de fusion en seco

Parametro Unidades Promedio Desviacion tipica
Densidad a 65 °C g'mL! 0,852 0,002
Viscosidad cinematica a 65 °C cSt 9,730 0,035
indice refraccion a 40 °C - 1,942 0,001
Acidos grasos libres*2 % 0,892 0,003
indice de peréxidos*? mEq O;kg!' 4,388 0,018
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*Los valores de los parametros fisicoquimicos corresponden a un promedio de tres
repeticiones por determinacion (n= 3). *Para determinar el porcentaje de acidos grasos
libres y el indice de peroxidos, se utilizo una temperatura de 40 a 50 °C.

Estos parametros fueron determinados a 65 °C,
para evitar que la cantidad elevada de 4acidos
grasos saturados que contenia la grasa animal, se
solidificara a temperatura ambiente (Bailey,
1984; Darensbourg et al., 1992).

El indice de refraccion (1,942) se encontro
proximo a la investigacion realizada por Vivas
(2010) la cual reporta un valor de 1,956
indicando la alta calidad de la grasa obtenida.
Considerando que el porcentaje de acidos grasos
libres fue menor a 3% no afecta a la eficiencia de
conversion de metilésteres y determind que el
proceso de esterificacion no fue necesario (Faber
Archila y Cantero Vergara, 2010; Vivas, 2010).
Segtin Codony et al. (2010), los aceites y grasas
recicladas presentan un valor de 7,6 mEq O kg
I,y al ser una grasa recién preparada este valor
fue bajo (4,378 mEq Oz kg™).

3.3. Evaluacion de las condiciones de
transesterificacion

Durante la transesterificacion el solvente que se
utilizé fue el metanol, debido a su rapida accion
con los triglicéridos a bajas temperaturas,
disuelve facilmente los catalizadores alcalinos y
es economico. En el analisis de la relacion molar
alcohol/grasa, la relacion estequiometria minima
metanol/grasa para la formacion de metilésteres
ha de ser 3:1 (Vivas, 2010). Sin embargo, al ser
una reaccién de equilibrio y con el fin de
favorecer la formacion de metilésteres se opto
por trabajar con una relacion molar
metanol/grasa de 6:1 y de 9:1.

3.4. Determinacion de la temperatura y
tiempo de reaccion

Se observd que la temperatura en el proceso de
transesterificacion aumentaba la solubilidad de la
grasa en el metanol originando una mayor
velocidad de reaccion. La reaccion de
transesterificacion era lenta al inicio y el
rendimiento aumentaba con el tiempo. Teniendo
en consideracion esto, se utilizaron tiempos de 30
y 60 minutos de reaccion.

3.5. Eleccion del tipo de catalizador

Los catalizadores que se utilizaron fueron NaOH
y KOH. Dichos catalizadores son los mas
comunes en la obtencion de biodiésel, debido a
que proporcionan una buena calidad y alto
rendimiento de produccion a bajo costo. Por otro

lado, dichos catalizadores presentaron algunos
inconvenientes:

-Fueron dificiles de separar al momento de
realizar la purificacion del biodiésel.
-Provocaron la formacion de jabon.

-Resultaron muy sensibles a la humedad
(higroscopicos), de forma que la presencia de
agua provocd un aumento del consumo de
catalizador.

3.6. Determinacién de la concentracion
6ptima de catalizador

Para determinar la concentracion de catalizador
se realizaron ensayos con concentraciones de 0,5
y 1,0 % de catalizador y con una relacion molar
de metanol/grasa 9:1. Los resultados que se
obtuvieron no fueron favorables ya que la
solucion se saponificaba por el exceso de
catalizador. A continuacion, se realizaron
ensayos con porcentajes de 0,4, 0,35, 0,3, 0,25 y
0,2 % de catalizador y se determind que los
porcentajes de 0,4 y 0,35 %, después de 24 horas
de terminar la reaccion de transesterificacion,
permitian  obtener biodiésel con mayor
rendimiento siendo estos los mas adecuados. El
resto de las concentraciones no permitié obtener
biodiésel con un rendimiento adecuado, por lo
que estos ensayos fueron descartados.

3.7. Determinacion  del
purificacién del biodiésel

proceso  de

La purificacion del biodiésel se desarrollo
mediante dos pasos. El primer paso fue el lavado
del biodiésel; en este paso se observd la
formacion de una capa blanca al fondo del
recipiente que contenia trazas de jabon y glicerol
que no se eliminaron en el proceso de
transesterificacion. Se realizaron tres lavados y
se comprobd que este proceso fue eficiente, ya
que el liquido residual del ultimo lavado fue
transparente y de pH 7,02.

El segundo paso fue el secado del biodiésel, que
se realizé para eliminar el agua remanente. De
esta forma, se pudo obtener un biodiésel brillante
y trasltcido, de olor agradable y color amarillo.

3.8. Analisis estadistico del rendimiento de
biodiésel

En la Tabla 3 se indican los valores promedio de
rendimiento, desviacion tipica del biodiésel y el
coeficiente de variacion de Pearson.
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Tabla 3. Datos de rendimientos de obtencion de biodiésel a partir de la grasa

Tratamiento

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16

Media
Desviacion tipica
CV Pearson

Rendimiento

Biodiésel (%0)
R1 R2
50,2 49,5
51,3 52,1
52,8 51,3
52,9 532
52,8 54,9
54,5 55,1
56,4 54,8
58,3 57,9
59,4 60,7
62,9 63,2
60,3 61,7
62,1 61,8
63,1 64,3
66,3 65,9
64,8 66,4
67,1 68,4

58,65

5,72

9,75

Estos resultados sefialan la posible existencia de
diferencias significativas entre los tratamientos
experimentales, que se analizaron con detalle
mediante un analisis de varianza multifactorial,
para determinar la importancia relativa de cada
uno de los factores implicados en el proceso de
transesterificacion.

3.9. Propiedades fisicoquimicas del biodiésel

La densidad relativa del biodiésel fue
determinada segun la norma ASTM D 1298
(rango permitido: 0,85-0,90 g/mL),
obteniéndose una densidad de 0,899 g/mL. Dato
que estuvo dentro del rango permitido por la
norma, pero muy cerca del limite superior, por lo
que si el biodiésel estuviera a temperaturas
inferiores a 15 °C podria llegar a gelificarse
(Vivas, 2010)

La viscosidad cinematica del biodiésel fue
determinada a una temperatura de 40 °C segun la
norma ASTM D 445 (rango permitido: 3,5-5). Se
obtuvo una viscosidad cinematica de 6,23 c¢St,
valor que fue superior al rango establecido por la
norma. Este resultado probablemente se obtuvo
debido a que en la composicion de la grasa
bovina existe un alto porcentaje de dacido
estearico que tiene una temperatura de fusion de
40 °C (Bailey, 1984).

El punto de inflamacion se determind segun la
norma ASTM D 93 (valor minimo: 120 °C),
obteniéndose un punto de inflamacion de 132,4
°C que esta dentro del rango permitido por la
norma.

En la fase glicérica se obtuvieron porcentajes de
40,5 % de glicerina total, 32 % de glicerina ligada
y un 8,5 % de glicerina libre. Tras la
transesterificacion, se observé que la fase
glicérica contenia una alta cantidad de glicerina
ligada debido a la existencia de un alto porcentaje
de monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos no
transformados durante el proceso.

Después de la transesterificacion se observo que
el biodiésel impuro tenia un fuerte olor a metanol
y un color 2,5 segiin la norma ASTM D 1500.
Luego de la purificacion se obtuvo un biodiésel
de olor agradable, ya que el metanol se evapord
en el proceso de secado. También paso a tener un
color 1,5 siendo este un indicativo de buena
calidad, debido a que si se obtenia un producto
de color oscuro esto queria decir que el biodiésel
todavia contenia gliceroles y trazas de jabon
(ASTM, 2003; Avellaneda Vargas, 2010). En
definitiva, se obtuvo un combustible limpio y
brillante.
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3.10. Caracteristicas del biodiésel

combustible

como

Segun Vivas (2010), en el proceso de obtencion
de biodiésel a partir de grasa bovina hay
formacion de palmitato de metilo (40,83 %), de
estearato de metilo (34,81 %) y de metilésteres
de cadena mas corta (24,36 %). Siendo el
estearato de metilo uno de los componentes con
mayor porcentaje en el biodiésel bovino, y un
metiléster de cadena larga que tiene una
temperatura de fusion de 40 °C (Bailey, 1984)
podria explicar la densidad muy cercana al limite
y la viscosidad fuera del rango establecida por la
norma para Dbiodiésel. Para mejorar las
caracteristicas por la norma para biodiésel
bovino se podria mezclar con diésel {6sil, pueden
ser reguladas a través de la mezcla. Otra opcion
es utilizar el biodiésel bovino en climas calidos
(Ceron Sanchez, 2010; Dinis, 2012) para evitar
problemas mecanicos que afecten al flujo de
combustible en las tuberias y el inyector del
motor.

El punto de inflamaciéon indic6 que a una
temperatura de 132,4 °C los vapores que se
desprendia del biodiésel empezaban a arder y
mantener una llama sin necesidad de calor. Con
esto se comprobd el desempefio del biodiésel
bovino como combustible.

3.11. Estimacién del costo de produccion de
biodiésel a partir de grasa bovina

Para el analisis costo-beneficio se determiné que,
ademas de aprovechar la grasa bovina del Camal
para obtener biodiésel, también se obtuvo como
producto residual glicerina impura. En el
mercado libre, el precio promedio minimo de la
glicerina pura es de 10 USD por litro, mientras
que la glicerina pura grado analitico
comercializada por empresas que distribuyen
reactivos (LABOMERSA y NOVACHEM) tiene
un costo de 139 USD + IVA por litro. La
glicerina que se obtuvo en el proceso de
transesterificacion fue impura, por lo que para
realizar los calculos de costo-beneficio se
considero un precio referencial de 3,50 USD por
litro, la glicerina puede ser utilizada como
materia prima en la industria cosmética.
Teniendo en consideracion las entradas y salidas
del proceso de obtencion de biodiésel, se
determiné que el tratamiento 1 fue el proceso que
mayor beneficio generd en la elaboracion de
biodiésel (0,69 USD-L'), que presentd las
siguientes caracteristicas:

- Relacion molar de metanol-grasa de 6:1

- Tiempo de reaccion de transesterificacion: 30
minutos.

- Tipo y concentracion de catalizador: NaOH al
0,35 %.

En cuanto al tratamiento 16 produjo menor
beneficio (0,05 USD-L"). En todo caso, habra
que tener siempre presente que los resultados
presentados dependeran, en cada momento, de la
coyuntura de precios del mercado.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se comprobo que
la grasa bovina del CFMA puede ser
aprovechada para obtener biodiésel como
combustible.

Con los procesos de extraccion de grasa por el
método de fusion en seco y refinamiento, se
determind que se puede obtener una grasa con
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para la
produccién de biodiésel. El porcentaje de acidos
grasos libres resultd ser la caracteristica mas
importante porque, a partir de dicho parametro,
se determino que el proceso de esterificacion no
era necesario pudiéndose economizar de esta
manera materiales y reactivos.

En cada una de las diferentes combinaciones de
factores y niveles implicados en el proceso de
transesterificacion, se obtuvieron muestras de
biodiésel de alto rendimiento, con densidades
que estuvieron dentro del rango establecido por
la norma ASTM D 1298, pero con viscosidades
cinematicas que no cumplieron con la norma
ASTM D 445.

Mediante analisis estadistico se pudo determinar
que el mejor tratamiento para la obtencion de
biodiésel tenia la siguiente combinacion de
factores y mniveles: relacion molar de
metanol/grasa de 9:1, tiempo de reaccion de 60
minutos, utilizando KOH como catalizador a una
concentracion de 0,40 %.
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RESUMEN

La validacion de métodos analiticos es un proceso indispensable para garantizar que los resultados
obtenidos sean fiables y reproducibles en el laboratorio que se desee implementar el método. Para la
validacion, se empleo la metodologia descrita en el Método AOAC 970.65 modificado y la norma ISO/IEC
17025. Los resultados obtenidos mostraron un coeficiente de correlacion lineal superior a » = 0,999 para
todas las curvas de calibracion, el LD fue igual a 0,002 pg/mL y el LC fue de 0,08 pg/mL. El rango de
trabajo comprendio una concentracion de riboflavina desde 0,008 hasta 1,003 pg/mL, un coeficiente de
variacion por repetibilidad menor al 3 % y reproducibilidad menor al 5 %. El valor del Zs se encontrd
dentro de los limites establecidos para cada MRC. La Incertidumbre Combinada y Expandida para los tres
primeros niveles establecidos de +/-0,04 y +/-0,08 mg de vitamina B, por cada 100 g de muestra. Para el
ultimo nivel, se establecio un valor de Incertidumbre Combinada de +/-0,05 e Incertidumbre Expandida
igual a +/-0,09 expresado en unidades de mg de vitamina B, por cada 100 g de muestra.

Palabras claves: Validacion, riboflavina, repetibilidad, reproducibilidad, incertidumbre.

ABSTRACT

The validation of analytical methods is an essential process to ensure that the obtained results are reliable
and reproducible in the laboratory where the method will be applied. For the validation it was used the
methodology described in the modified AOAC 970.65 method and the standard ISO / IEC 17025. The
results obtained showed a linear correlation coefficient higher than r = 0.999 for all the calibration curves,
the LD was equal to 0.002 pg / ml and LC was 0.08 pg / ml. The working range was between 0.008 and
1.003 pg / mL, the coefficient of variation per repetition less than 3 % and reproducibility less than 5 %.
The value of the Z-score was found within the limits established for each MRC. Combined and Expanded
Uncertainty for the first set levels of +/- 0.04 and +/- 0.08 mg of vitamin B, per 100 g of sample. For the
last level, a Combined Uncertainty value of +/- 0.05 and Expanded Uncertainty equal to +/- 0.09 expressed
in units of mg of vitamin B, per 100 g of sample was established.

Keywords: Validation, riboflavin, uncertainty.
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1. INTRODUCCION

La validacion de métodos analiticos es un proceso
mediante el cual se establece que un método
cumple con las caracteristicas de desempefio y los
requerimientos de las aplicaciones analiticas
pretendidas. El resultado de la validacion es
probar la aptitud de los métodos, documentar su
validez y cumplir con los estandares de calidad
(Eurolab Espafia 2012, 2016; Pappa, 2013). El
principio del método para la extraccion y
cuantificacién de la vitamina B, consiste en un
tratamiento enzimatico de la muestra, seguido por
una hidrolisis acida, para luego ser leido por
HPLC. Finalmente el principio activo es
detectado por el espectrofluorometro (AOAC,
1990). La cromatografia permite la separacion de
componentes de una mezcla para poder ser
detectados posteriormente (Swadesh, 2000).

La técnica de analisis de eleccion y mas reportada
bibliograficamente para la determinacion de
vitaminas es la técnica cromatografica, gaseosa y
de liquidos donde se utiliza por lo general en fase
normal columnas de silice y en fase reversa
columnas tradicionales C18 (Sierra et al., 2007).

La cromatografia liquida (HPLC) presenta
ventajas sobre los métodos citados debido a la
gran sensibilidad y especificidad que ha
demostrado en el analisis de vitaminas (Bueno-
Solano et al., 2009). El presente trabajo tiene la
finalidad de validar una metodologia analitica
para la determinacion de Riboflavina (Vitamina
B») en el Laboratorio Ecuachemlab Cia. Ltda.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

Para la realizacion del trabajo se utilizaron
materiales certificados por el National Institute of
Standards & Technology (NIST), (Standard
Reference Material ® 1849a (MRC-78) y ® 3233
(MRC-77), USA)

Se utiliz6 una columna para HPLC C18 (4,6 x
250) mm, Sum (Agilent ZORBAX, USA).
Ademas, se requirio de un termémetro (Thermo
Scientific, USA), se necesitaron pipetas
automaticas (Oxford, USA), se utilizaron balones
de aforo viales (Agilent ZORBAX, USA) para
HPLC y un micro filtro poro 0,45 pmx13 mm
(Amp®, USA), agua desmineralizada tipo 1, acido
clorhidrico fumante 37 % (Merck, Alemania),
acetato de sodio anhidro AR/ACS CH3;COONa
(LOBA Chemia, India), NN-Dimetilformamida
grado HPLC (Merck, Alemania), fosfato di-
basico de potasio K,HPO, (LOBA Chemia,
India), acido acético glacial concentrado (Merck,

Alemania). alfa-amilasa (Amp®, USA), papaina
(Amp®, USA), estandar de Vitamina B,
(Riboflavina), (CHEM SERVICE INC, USA).
Los equipos utilizados fueron un HPLC (Perkin
Helmer series 2000, USA), software de analisis
certificado version N200 (Chromatography Data
System, SURWIT TECHNOLOGY INC,
Hangzhou-China), deteccion por fluorometria
(Espectrofluorémetro Perkin Helmer series 2000,
USA), equipo de sistema de purificacion de agua
MILLI Q-SYSTHESIS Millipore SAS67120
MOISHEI (Merck, USA), balanza analitica
(Mettler Toledo modelo AX 05, México), baio de
agua (Thermo Scientific modelo 2865, USA),
ultrasonido  (Spectrum, USA) y pH-metro
(Mettler Toledo, México)

2.2 Metodologia

La metodologia que se empled fue la expuesta en
el Método Oficial AOAC 970.65 modificado
(AOAC, 1990).

2.2.1  Preparacion de la fase movil (K2HPOs
10 mM : N, N-Dimetilformamida proporcién
70:30)

Se pesaron 1,70 g de fosfato di-basico de potasio
y se disolvid con 500 mL de agua
desmineralizada, se afor6 a un volumen final de 1
L con agua desmineralizada y se ajusté el pHa 7,2
con HCI 1 N. La fase movil se prepar6 tomando
700 mL de KoHPO4 10 mM junto con 300 mL del
reactivo N, N-Dimetilformamida.

2.2.2  Preparacion de la curva de calibracion
En una balanza analitica se pesaron 25,2 mg de
estandar de riboflavina en un vaso de precipitados.
Se trasvasaron cuantitativamente a un balon
volumétrico de 500 mL. Para la preparacion de los
estandares se tomaron 5 mL de la solucion
estandar de riboflavina y se transfirieron a un
balon de 50 mL para ser aforado con agua
desmineraliza. A partir de esta dilucion, se
tomaron alicuotas de 1,00, 2,50, 5,00, 7,50 y 10,00
mL y se afor6 cada una de ellas a 50 mL con agua
desmineralizada.

2.2.3  Preparacion de la muestra

2.2.3.1 Hidrdlisis enzimatica

Se pes6 1,00 g de todos los materiales de
referencia a excepcion del MR-64 para el cual se
pesaron 0,50 g de muestra en un Erlenmeyer.
Sseguido, se adicionaron 0,20 g de alfa-amilasa
junto con 0,25 g de papaina. A esto se anadieron
20 mL de agua destilada a temperatura entre 45-
50°C.
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Finalmente se cubrieron los Erlenmeyer con papel
aluminio y se llevaron a un bafio termorregulador
a 50 °C por 30 minutos.

2.2.3.2 Hidrdlisis acida

Se  retiraron las muestras del bafio
termorregulador y se afiadio a cada 15,00 mL de
agua desmineralizada junto con 2,50 mL de HCI
1 N. Se colocaron en un bafio maria hirviente por
30 minutos, posterior a su enfriamiento a
temperatura ambiente se agregaron 2,50 mL de
acetato de sodio anhidro 2,5 M. Se transfirid
cuantitativamente a un baléon de 50,00 mL
(volumen final) y se afor6 con agua
desmineralizada. Finalmente se realizo un filtrado
de las diferentes muestras para luego microfiltrar
aproximadamente 1,00 mL en los viales.

2.2.4  Condiciones cromatograficas

Se coloco la columna dentro del termostato del
HPLC estableciendo las siguientes condiciones:
temperatura de 40 °C, flujo de 0,70 mL/min. Cada
muestra fue detectada por el espectrofluorimetro a
longitudes de onda de excitacion de 450 nm y 528
nm de emision. Finalmente se colocaron los viales
en el automuestreador y se programo6 el volumen
de inyeccion de 10 pL para todas muestras.

2.25  Validacion del método

Para el desarrollo del proceso se establecido un
disefio de un solo factor completamente
aleatorizado (DCA) con cuatro niveles de
concentracion (MR) y el blanco. La respuesta
experimental es la concentracion de vitamina B,
expresada en mg de riboflavina/100 g muestra.

2.2.6  Linealidad

Se realizaron cinco curvas de calibracion y se
realizo la estimacion de la ecuacion de la recta,
bajo condiciones de reproducibilidad y se
determiné el valor del coeficiente de correlacion
lineal que considera un criterio de aceptabilidad
igual o superior a > 0,999. La ecuacioén que se
utilizé para determinar la linealidad del método
fue la siguiente:

y=mx-+b» (Ec.1)

Donde:

y = Area que representa cada estandar (u?)

x= Concentracion del estandar de riboflavina
(ng/ml)

m= Pendiente de la recta

b= Ordenada al origen

Se prepararon cinco estandares de vitamina B, y
se leyeron por HPLC, como funcion respuesta se
obtuvieron las areas de cada curva estandar.
Ademas se aplico el método de minimos
cuadrados que asegurd estadisticamente la
confiabilidad y exactitud de las curvas realizadas
(Miller, 2008).

2.2.7  Limite de deteccion (LD)

Segin la Guia de Validacion EURACHEM
(Eurolab Espafia 2012) el LD es igual a 3 veces la
desviacion estandar:

LD =3 x* (s) (Ec.2)

Donde:

LD = Limite de deteccion

s= desviacion estandar (promedio del ruido
generado)

Calculo del LD:

LD = ug de Riboflavina (EC. 3)

mL de solucion

2.2.8  Limite de cuantificacion (LC)

Segun la Guia de Validacion (Eurolab Espaiia
2012) el LC es igual a 10 veces la desviacion
estandar:

LC =10 x* (s) (Ec.4)

Donde:

LC = Limite de cuantificacion

s = desviacion estandar (promedio del ruido
generado)

Calculo del LC:

__ ugdeRiboflavina

LC (Ec.5)

mL de solucion

2.2.9 Rango de trabajo

Se establecio el rango de trabajo tomando el valor
del LC como limite inferior y el valor de la Gltima
concentraciéon del estdndar en la curva de
calibracion como limite superior.

2.2.10 Precision

La precision del método bajo condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad, se determino con
un analisis de varianza (ANOVA) en los cuatro
niveles de concentracion establecidos, para este
analisis se utilizaron los resultados obtenidos

2.2.11 Repetibilidad
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Se realizaron 6 repeticiones por técnico de cada
material de referencia. Para asegurar la validez de
los datos se calcul6 el limite de repetibilidad (Lr)
(Ec.8), la desviacion estandar por repetibilidad
(Rao, 2006) (Ec.6) y el coeficiente de variacion
(% CVr) (Ec.7) menor o igual al 3 %.

S, = VCME (Ec. 6)
%CVr =X x 100 (Ec.7)
Donde:

CME-= Cuadrados medios dentro de los grupos
X = Promedio de los datos

En base a la Guia EURACHEM (Eurolab Espafia
2012) Lr se da por la Ec.8.

Lr =ty X2 XS, (Ec. 8)

Donde:

t= t-Student (el valor de t en dos sentidos a un
nivel de confianza del 95 % es 1,96)

S, = Desviacion estaindar medida bajo
condiciones de repetibilidad.

2.2.12 Reproducibilidad

Se obtuvieron 5 datos de cada técnico por nivel y
se determiné el limite de reproducibilidad (LR)
[Ec.11], la  desviacion  estandar  por
reproducibilidad (Rao, 2006) (Ec.9) y el
coeficiente de variacion (%CVR) (Ec.10) menor
o igual al 5 %.

CMTr-CME
n

Sp= |52+ (Ec. 9)

%CVR = 2% 100 (Ec. 10)
Donde:

CME= cuadrados medios dentro de los grupos
(error)

CMTr= cuadrados medios entre grupos
(tratamientos)

n=namero de repeticiones

X= Promedio

En base a la Guia Eurachem (Eurolab Espafia
2012), LR se da por la Ec. 11:
R =ty X2 xS (Ec. 11)
Donde:

t= t-Student (el valor de t en dos sentidos a un
nivel de confianza del 95 % es 1,96)

Sg = Desviacion estandar medida bajo
condiciones de reproducibilidad

2.2.13 Tratamiento estadistico

Se utilizé la hoja de calculo Excel, el paquete
estadistico Infostat y se aplico la Prueba F-Fisher.
Adicionalmente, se realizd un analisis estadistico
conocido como analisis de varianza (ANOVA).

2.2.14 Exactitud

Se determinaron tres concentraciones por MRC en
tres dias consecutivos en unidades de mg de
riboflavina/Kg de muestra. La media se compard
con los resultados reportados en el certificado
otorgado por el National Insititute of Standards
and Technology (NIST). Adicionalmente se
calculo el Zscore [Ec.12].

X-Xi
Z =—
score U

(Ec. 12)
Donde:

Xi = Valor reportado en el certificado

X = Media de los valores obtenidos

U = Incertidumbre del MRC

2.2.15 Incertidumbre

Para el calculo de la Incertidumbre, se tomd como
referencia la Guia para la Cuantificacion de la
Incertidumbre en Mediciones Analiticas (Eurolab
Espafia 2012).

Incertidumbre estandar por repetibilidad:

Sr
b =7 (Ec. 13)

Incertidumbre estandar por reproducibilidad:

s
Ur = V_% (Ec. 14)
Donde:

Sr= desviacion estandar de repetibilidad
SR= desviacion estandar de reproducibilidad
n=namero de datos

Incertidumbre estandar a partir de certificados de
calibracion:

©= % (Ec. 15)
Donde:

U= incertidumbre expandida
k =factor de cobertura

Incertidumbre estandar a partir de tolerancia del
material  volumétrico  (considerando  una
distribucion triangular)

Umax
Pmv =5 (Ec.16)
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Donde:
U max= incertidumbre maxima del material

Para estimar la Incertidumbre Estandar
Combinada (u) se utilizo la siguiente ecuacion:

te () =/ Zuy?

Donde:

te(y)=Incertidumbre Estandar Combinada

= Incertidumbre estdndar de cada variable
involucrada

(Ee.17)

Incertidumbre combinada de concentracion

[ ()2
Heonc (V) =Y x (?p) (Ec. 18)
Donde:
Uc(y)= Incertidumbre Estandar Combinada
uy/p= Incertidumbres de cada variable,

expresadas como desviaciones estandar relativa
de cada variable involucrada
y= Concentracion de la variable

Ademas, se estimo la incertidumbre expandida
(U) que es igual a la incertidumbre estandar
combinada multiplicada por el factor de cobertura
(k) (Ec.19).

U=u() xk (Ec.19)

Donde:
Uc (y)= incertidumbre combinada

k= factor de cobertura
Calcular el factor de cobertura (k)

4
Hy
V T ——
eff T et

=0y,

(Ec. 20)

Donde:

uy= incertidumbre combinada del método

(y)= incertidumbre estandar de cada componente
vi= grados de libertad de cada componente

Para obtener el valor de los grados de libertad para
cada componente (vi) se debe tomar en cuenta lo
siguiente:

Para incertidumbre tipo B v—

Para incertidumbre tipo A= n—1, n—2 o n—3 (de
acuerdo al nimero de variables involucradas y n
corresponde al nimero de datos).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion y el analisis de los resultados
obtenidos en los ensayos de laboratorio se
realizaron mediante la tabulacion e interpretacion
de los mismos, para su posterior analisis
estadistico.

3.1 Obtencidn de los Datos Primarios
La concentracion de vitamina B, se determino

mediante el andlisis previo de los cromatogramas
obtenidos en el software N2000 (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de las concentraciones de riboflavina presente en productos comerciales.

CONCENTRACION (mg/100 g)

NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4
Réplica T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 0,24 0,23 0,76 0,77 1,45 1,46 6,95 6,97
2 0,24 0,24 0,75 0,76 1,49 1,46 6,99 6,97
3 0,23 0,24 0,76 0,77 1,48 1,52 6,97 6,95
4 0,23 0,23 0,77 0,76 1,50 1,50 6,96 6,96
5 0,23 0,24 0,77 0,75 1,49 1,47 7,00 6,98
6 0,24 0,24 0,75 0,76 1,49 1,48 6,99 7,01
X 0,24 0,24 0,76 0,76 1,48 1,48 6,98 6,97

Nota: los productos analizados fueron: Harina Ya (nivel 1), Cerelac (nivel 2), Pediasure (nivel 3) y Nitricalcin (nivel
4). Los analisis se realizaron por duplicado con 6 réplicas, cada analisis fue realizado por dos técnicos, cada técnico

identificado como T1 y T2.
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3.3 Linealidad

Se obtuvieron coeficientes de correlacion lineal
que consider6 un criterio de aceptabilidad
superior a r=0,999. Las curvas obtenidas se
ajustaron al modelo lineal y al evaluar las rectas
de calibracion obtenidas no existieron diferencia.
Adicionalmente, se determind por el método de
minimos cuadrados los valores globales de la
ecuacion de la recta, integrando todas las curvas
de calibracion y se establecid6 que no existio
variabilidad en la funcion respuesta (area de cada
estandar). Ademas, se realizo un analisis global de
las curvas obtenidas y se determind que se puede
utilizar cualquier curva para el analisis de las
muestras en la determinacion de vitamina B,.

3.4 Limite de deteccion (LD)

El valor del LD fue igual a 0,002 pg de riboflavina
por mL de solucion, que determind Ila
concentracion minima de vitamina B, que pudo
ser detectada con una certeza razonable por HPLC
bajo las condiciones de trabajo del equipo.

3.5  Limite de cuantificacién (LC)

El LC es de 0,08 pg de riboflavina por mL de
solucidn, este valor determina la menor

3.6 Rango de trabajo

El rango de trabajo para la validacion de vitamina
B, establecio como limite inferior al limite de
cuantificacion igual a 0,008 y como limite
superior a la concentracion del ultimo estandar de
la curva de calibracion de 1,003 (expresados en
unidades de pg de riboflavina/ml de solucion).

3.7  Precision

Los coeficientes de variacion de repetibilidad (%
CV,) y reproducibilidad (% CVg), se obtuvieron
utilizando los resultados del analisis de varianza
ANOVA, estos fueron aceptados de acuerdo a la

Guia de Validacion. Adicionalmente, se calculo el
Lry LR que es igual a 0,05 mg de riboflavina/100
g de muestra para cada limite.

Los limites fueron definidos segin términos de
repetibilidad (6 réplicas), reproducibilidad (2
técnicos) y se establecieron 4 niveles de
concentracion.

3.8  Tratamiento estadistico

Se determind que no existieron diferencias
significativas en las varianzas de los grupos
muestrales (tratamientos) a un nivel confianza del
95 % al comparar los valores obtenidos de la
prueba de Fisher. El P calculado fue menor que el
valor critico en todos los niveles.

3.9  Andlisis de exactitud

Se determino la concentracion media de vitamina
B, por MRC, para el MRC-77 de 76,53 y el
reportado en el certificado es de 76+/- 2 (mg de
riboflavina/kg de muestra). Para el MRC-78 la
media es igual a 20,40 y el establecido en el
certificado es de 20,37+/- 0,52 (mg de
riboflavina/kg de muestra).

El método empleado para la determinacion de la
concentracion de Vitamina B, en las muestras fue
exacto y demostré6 un gran desempefio en las
condiciones de trabajo del laboratorio.

3.10 Analisis de incertidumbre

Para los tres primeros niveles la Incertidumbre
Expandida (U) fue igual a +/- 0,08 mg de vitamina
B; por cada 100 g de muestra y la Incertidumbre
Estandar Combinada (u) correspondio a +/- 0,04
mg de vitamina B, por cada 100 g de muestra. El
ultimo nivel representa un rango mas amplio de
trabajo que comprende un valor de Incertidumbre
Expandida (U) de +/- 0,09 y la Incertidumbre
Estandar Combinada (u) es igual a +/- 0,05 mg de
vitamina B; por cada 100 g de muestra (Tabla 2).

Tabla 2. Incertidumbre combinada del método y expandida del método

NIVEL C(znmcge/rltorg1 fgi)én (mg/“{EB 9) coiiiiﬂrrf ?k) Uwer
Nivel 1 023 0,04 2,0 0,08
Nivel 2 0,76 0,04 2,0 0,08
Nivel 3 1,48 0,04 2,0 0,08
Nivel 4 6,97 0,045 2,0 0,09
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4. CONCLUSIONES

Se elabor6 un procedimiento para la
determinacion de Vitamina B, por Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia empleando la
metodologia descrita en el Método AOAC
970.65 modificado. Este documento describe las
directrices y parametros establecidos en el
trabajo de validacion.

Se establecio la aplicabilidad del método para la
determinacion de Vitamina B,, por el método
HPLC, cumpliendo con las directrices descritas
en la ISO 17025 y el método validado,
asegurando la confiabilidad de los resultados
utilizando un analisis estadistico para demostrar
que no existio diferencia significativa.
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RESUMEN

La validacion de métodos analiticos para un laboratorio es un proceso indispensable para garantizar que los
resultados obtenidos sean fiables, reproducibles e incrementar la lista de analisis que puede ofrecer el
laboratorio lo cual mejoraria la competitividad del mismo. Se utilizé el Método Oficial de la AOAC 2003.06
para la determinacion de grasa cruda a partir de muestras alimenticias (cereales, lacteos y carnicos), el cual
arroj6 variaciones tanto en repetitividad como reproducibilidad. Los valores criticos de repetitividad (Lr) y
reproducibilidad (LR) se realizaron para los dos analistas de estudio y sus resultados fueron para cereales
y derivados Lr=0,18; 0,31 LR= 0,22; lacteos y derivados Lr= 0,18; 0,82 LR= 0,68; carnicos y derivados
Lr=0,35; 0,54 LR=0,38. Los valores de incertidumbre para los productos analizados fueron para cereales
y derivados + 0,16 g/100g, lacteos y derivados + 0,50 g/100g; carnicos y derivados + 0,27g/100g. Estos
valores indican una alta fidelidad en los valores que arroje el método de analisis. Los valores de exactitud
de las tres matrices utilizadas (cereales, lacteos y carnicos con sus derivados) se encontraron dentro del
rango de desviacion estdndar de la muestra de referencia previamente validada.

Palabras Clave: repetitividad, reproducibilidad, exactitud e incertidumbre, validacién de método.

ABSTRACT

The validation of analytical methods for a laboratory is an indispensable process to guarantee that the
obtained results are reliable, reproducible and increase the list of analyzes that can offer the laboratory
which would improve the competitiveness of the same one. The AOAC 2003.06 Official Method was used
for the determination of crude fat from food samples (cereals, dairy and meat), which showed variations in
both repeatability and reproducibility. The critical values of repeatability (Lr) and reproducibility (LR) were
performed for the two study analysts and their results were for cereals and derivatives Lr = 0.18; 0.31 LR
=0.22; Dairy products and derivatives Lr = 0.18; 0.82 LR = 0.68; Meat and Derivatives Lr = 0.35; 0.54 LR
= 0.38. The uncertainty values for the analyzed products were for cereals and derivatives = 0.16 g/ 100 g,
dairy products and derivatives £ 0.50 g / 100 g; Meat and derivatives = 0.27 g/ 100g. These values indicate
a high fidelity in the values that the analytical method throws. The accuracy values of the three matrices
used (cereals, dairy and meat products with their derivatives) were within the standard deviation range of
the previously validated reference sample.

Keywords: Repeatability, reproducibility, accuracy and uncertainty, method validation.
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1. INTRODUCCION

La determinacion de grasa de cereales, lacteos,
carnicos y derivados se consolidan con la
validacion y la confirmacién mediante examen y
aportacion de evidencias objetivas que
demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos
para el uso especifico previsto (ENAC 2014).
Las caracteristicas tipicas que se deberian
considerar en la validacion son exactitud,
precision, incertidumbre, especificidad, limite de
deteccion, limite de cuantificacion, linealidad,
rango, robustez.

La incertidumbre del resultado de una medida
refleja la falta de conocimiento exacto del valor
del mensurando. Esa incertidumbre proviene de
los efectos aleatorios y de la correccion
imperfecta del resultado de la medida debida a
efectos sistematicos. El objetivo de un sistema de
gestion de las mediciones es gestionar el riesgo
de que los equipos y procesos de medicion
pudieran producir resultados incorrectos que
afecten a la calidad del producto de una prueba
de ensayo (Saavedra et al., 2010).

Los alimentos estan constituidos por diversas
sustancias que pueden agruparse como:
compuestos nutritivos (proteinas, carbohidratos,
lipidos, minerales y vitaminas), sin caracter
nutricional (presentes de forma natural que
pueden ser beneficiosos o no), presentes de
forma accidental (contaminantes procedentes del
medio) y compuestos exogenos (adicionados con
un fin determinado) (Gil y Ruiz, 2010). Para
tener una idea general de la calidad de un
alimento y su composicion se hacen usualmente
analisis de contenido inmediato o proximal, que
comprende una evaluacién de los componentes
globales de los alimentos: grasa, proteinas,
carbohidratos, humedad, y ceniza (Castafieda,
2011).

El objetivo de este trabajo de investigacion es la
validacion del método gravimétrico para la
determinacion de grasa.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Preparacion de la muestra

2.1.1 Cerealesy derivados

Se realiz6 una homogenizaciéon previa,
mezclando (en el recipiente original de
preferencia) mediante agitacion por lo menos tres
veces. En caso de granos y muestras
heterogéneas, se triturd las muestras hasta lograr
particulas finas, se trasvasd al recipiente de
muestra correspondiente homogenizando la
muestra mediante agitacion antes de proceder a
pesar.

2.1.2 Lacteos y derivados

Para muestras de leche fluida o semejantes se
homogenizo6 bien la muestra agitando el envase
por lo menos tres veces antes de pesar, los
derivados solidos se trituraron lo mas finamente
posible.

2.1.3 Cérnicos y derivados

En el caso de carnicos que se hallaban en
refrigeracion, se esperd que la muestra adquiera
temperatura ambiente (20 °C), si la muestra ya se
encontraba a temperatura ambiente se triturd en
pedazos pequefios, se homogenizod por lo menos
tres veces y se peso.

2.2 Hidrolisis

2.2.1 Cereales y derivados

Se pesaron 1-5 g de muestra en un matraz
Erlenmeyer, se afiadi6 70 ml de agua
desmineralizada y 60 ml de acido clorhidrico
concentrado grado técnico. Se sometid a
hidrolisis mediante calentamiento; a partir de que
comenzo6 a hervir se tomd 30 minutos, todo el
tratamiento se realiz6 dentro de la sorbona.

2.2.2 Lacteos liquidos y derivados liquidos

Se peso6 25 g de muestra en un matraz Erlenmeyer
de 500 ml, se afladi6 70 ml de agua
desmineralizada y 60 ml de acido clorhidrico
concentrado grado técnico. Se sometid a
hidrolisis mediante calentamiento a partir de que
comenzo6 a hervir se tomd 30 minutos, todo el
tratamiento se realiz6 dentro de la sorbona.

2.2.3 Leche en polvo o quesos.

Se pesaron 3 g de muestra en un matraz
Erlenmeyer, se afiadieron 70 ml de agua
desmineralizada y 60 ml de acido clorhidrico
concentrado grado técnico. Se sometid a
hidrolisis mediante calentamiento, a partir de que
comenzd a hervir se tomd 30 minutos, todo el
tratamiento se realiz6 dentro de la sorbona.

2.2.4 Cérnicos y derivados

Se pesaron 3 g de muestra en un matraz
Erlenmeyer, se afladieron 70 ml de agua
desmineralizada y 60 ml de acido clorhidrico
concentrado grado técnico. Se sometid a
hidrolisis mediante calentamiento a partir de que
comenzo6 a hervir se tomd 30 minutos, todo el
tratamiento se realiz6 dentro de la sorbona.
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2.3. Filtracion

Después del hidrolisis se retird de la cocineta y
se esperd a que no emita vapores, se filtro la
muestra, sobre papel filtro debidamente doblado
y previamente humedecido para evitar perdida de
muestra, Se lavd el matraz Erlenmeyer con agua
caliente, evitando perdidas de muestra. Se lavo la
muestra retenida en el papel filtro hasta ausencia
total de acido clorhidrico técnico
(aproximadamente con 400 ml de agua caliente),
se retird con cuidado el papel filtro y se coloco
en una capsula, identificando cada una de ellas
con el nimero correspondiente a la muestra, se
coloco en la estufa por 20 minutos a 130 °C.
Cuando el papel se estuvo seco y frio se introdujo
cuidadosamente en los capuchones de celulosa,
se limpio la capsula contenedora cuidadosamente
con algodon empapado en hexano para evitar
perdida de grasa adherida a la capsula.

2.4. Extraccién

Se tomo el peso de un vaso de extraccion de
grasa, previamente lavado, secado a 130 °C por
al menos una hora. Se encendi6 el extractor de
grasay se abrio el flujo de agua del condensador.
Se adhiri6 a las columnas de extraccion los
capuchones que contienen las muestras, se
afiadio suficiente hexano (alrededor de 40 ml)
dentro de cada vaso para cubrir las porciones de
prueba cuando los capuchones estan en la
posicion de inmersion. Se colocd los vasos

debajo de las columnas de extraccion y se fijo en
el lugar correspondiente, se coloco las columnas
de extraccion en la posicion de inmersion,
asegurandose que los dedales se encuentren
sumergidos en el solvente y se hirvid por 20 min.
Se verifico el rango de reflujo apropiado, después
de los 20 min se levantd los capuchones y se
coloco en la posicion de lavado por 40 min.
Después de corridos los 40 minutos se cerrd las
llaves de las columnas de extraccion y se destilo
la mayor cantidad de solvente posible de los
vasos para recuperar el hexano y alcanzar
sequedad aparente, alrededor de 20 min. Se
removio los vasos de extraccion del extractor de
grasa y se coloco en la sorbona para finalizar la
evaporacion del solvente a baja temperatura
cuando fue necesario, si no lo requiere se llevo
los vasos a la estufa directamente a 130 °C por
30 min para eliminar los restos del solvente y la
humedad residual existente. Se pusieron los
vasos con la grasa en el desecador, se enfriaron
hasta temperatura ambiente y se tomo el peso de
los vasos mas la grasa.

2.5. Validacion del método

La validacion del método se realizé en 3 matrices
(carnicos, lacteos y cereales) cada uno con 4
puntos (Tabla 1) con 20 repeticiones, los 10
primeros datos los tomd el analista 1 y los 10
restantes el analista 2.

Tabla 1. Matrices y puntos utilizados

MATRIZ PUNTOS
Cérnicos Lomo de cerdo Mortadela Salchicha Tocino
Lacteos Leche Manjar de leche Queso fresco Crema de leche
descremada
Cereales Arroz Avena Galleta Soya

Los puntos propuestos han sido tomados
mediante revision bibliografica en Food
Composition and Nutrition Tables (Souci et al.,

2000) de tal forma que se pueda trabajar con un
rango adecuado y se detallan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Puntos de medicion

Matriz Puntos % grasa
Lomo de cerdo 7,50
) ] Mortadela 12,4
Carnicos y derivados Salchicha 16,5
Tocino 21,1
Leche descremada 0,07
. . Manjar de leche 8,80
Lacteos y derivados Queso fresco 18.1
Crema de leche 31,7
Arroz 0,98
. Avena 7,9
Cereales y derivados Galleta e
Soya 20,6

Fuente: FCNT et al., 2000.

En el desarrollo del trabajo propuesto, la
validacion del método se baso en la obtencion de
Exactitud, Precision e Incertidumbre. Para la
determinacion de valor de incertidumbre de
medida implicita en el método se emple6 Tablas
de Analisis de Varianza (ANOVA). Para realizar
los calculos de la estimacion de la incertidumbre
las contribuciones se clasifican en:

TIPO A: Es la contribucién mediante el estudio
estadistico de una serie de observaciones, es
decir, la desviacion estandar maxima de la
repetitividad y reproducibilidad.

TIPO B: Contribucion de la incertidumbre y
resolucion de equipos calibrados (Certificado de
calibracion de la balanza analitica).

2.5.1 Incertidumbre Combinada

La incertidumbre de una mediciéon cuando el
resultado se obtiene a partir de la raiz cuadrada
positiva de las contribuciones de tipo A y de tipo
B.

Ucombinada = \/Contribuciones de Tipo A — Contribuciones del Tipo B

2.5.2 Incertidumbre Expandida

Magnitud que define un intervalo alrededor del
resultado de una medicion el que se espera cubra
una fraccion grande de la distribucion de los
valores que podrian atribuirse razonablemente al
mesurando.

Ec. 1

(repetitividad y reproducibilidad) y exactitud.
Precision: Se determind la precision en términos
de repetitividad y reproducibilidad:
Repetitividad: Se realizé 10 repeticiones (por
cada analista) de cada punto para cada una de las
matrices. Adicionalmente se calculd la
desviacion estandar (Rao, 2006) y el coeficiente
de variacion (CVr %). Reproducibilidad: Se

Uexpandida = Ucombinaaa X * & Ec.2 tomaron 5 datos del primer analista y 5 datos del
k= factor de cobertura= 2 (95 %) segundo analista para cada punto de cada una de
las matrices. Asi mismo, se calculd la desviacion
2.5.3 Factor de cobertura (k) estandar (Sridhar) y el coeficiente de variacion
(CVri %). Exactitud: Se demostr6 la capacidad
Factor que puede considerarse como la del método para dar resultados lo mas proéximo

probabilidad de cobertura o nivel de confianza
del intervalo, factor numérico usado como
multiplicador de la incertidumbre combinada
para obtener una incertidumbre expandida. El
factor de cobertura se encuentra tipicamente en
el intervalo de 2 a 3. De acuerdo al tipo de
método de validacion se evalud precision

posible a un valor verdadero utilizando material
de referencia certificado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para medir las fuentes de variacion entre los
datos obtenidos de los ensayos realizados a
cereales, lacticos y carnicos en condiciones de
repetitividad y reproducibilidad, se realizéo un
analisis de varianza observando que todos los
valores criticos para F son mayores para el F
calculado aceptando y comprobando que no
existe diferencia significativa en los diferentes
porcentajes de determinacion de grasa.

El comportamiento al aplicar el Método Oficial
de la AOAC (2003) para determinacion de
porcentaje de grasa en cereales, lacticos, carnicos
y sus derivados respectivamente, en condiciones
de repetitividad y de reproducibilidad no género
variacion significativa en ningun punto; se puede
utilizar el método el niimero de veces que sea
necesario en diferentes condiciones como
equipo, tiempo y reactivo, asi como también se
demuestra que las modificaciones que pudieron
haberse realizado no afectan su desempefio, ni la
confiabilidad de los resultados por este
entregado. Lo normal es estimar la exactitud
analizando muestras afladidas con tres
concentraciones distintas (baja, media y alta) que
abarquen la totalidad del rango de trabajo. La
concentracion de estas adiciones estandar debe
ser distinta de la utilizada para preparar las
curvas de calibracion y debe prepararse con una
solucion estandar de trabajo distinta. Los
criterios de aceptacion de la exactitud deben ser
similares a los utilizados para medir la precision
(UNODC 2010).

Se obtuvieron 3 muestras una para cada matriz:
una con porcentaje de grasa baja (cereales) el
valor de referencia del NIST se encuentra en un
intervalo de 2,02 £+ 0,40; porcentaje de grasa
media (carnicos) se encuentra en un intervalo de
18,96 + 0,40 y para el porcentaje de grasa alto
(lacteos) se encuentra en un intervalo de 30,43 +
0,95 abarcando asi la totalidad del rango del
trabajo. Encontrandose asi que el porcentaje de
grasa de cada una de las muestras de referencia
permitid comprobar la exactitud del método
comparando las muestras de referencia y los
datos obtenidos en el analisis de cada una de las
muestras en el laboratorio ECUACHEMLAB
Cia. Ltda.

La concordancia y cercania de los valores
obtenidos al aplicar el método Oficial de la
AOAC para la determinacion de porcentaje de
grasa en cereales, lacteos, carnicos y sus
derivados respectivamente, en comparacion con
valores tomados como verdaderos debidamente
certificados estuvieron dentro del intervalo de
aceptacion. Por lo mismo todo resultado que se
obtenga al aplicar el método deberd ser tomado
como verdadero.

Se calculd la incertidumbre combinada y
expandida ya que cuando se trata de modelos no
lineales se puede realizar la aproximacion de
segundo orden de la serie de Taylor, o incluso
obtener los valores de esperanza matematica y
varianza sin aproximaciones, directamente,
soluciones mucho mas complejas
matematicamente que la ley de propagacion de
incertidumbres (Pérez, 2012).

4. CONCLUSIONES

Se valido el método gravimétrico para la
determinacion de grasa en el laboratorio
ECUACHEMLAB Cia. Ltda. al cumplir con los
criterios de aceptacion de precision, exactitud en
las matrices de lacteos, cereales, carnicos y sus
derivados con sus respectivas incertidumbres.

Se verifico la validez del método a través de
pruebas con muestras de referencia certificadas
obtenidas del NIST (National Institute of
Standards and Technology) para productos de
cereales, lacteos y carnicos.
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ALIMENTOS, CIENCIA E
INGENIERIA

Revista de la Facultad de Ciencia e Ingenieria
en Alimentos de la Universidad Técnica de
Ambato. Ambato (Ecuador).

GUIA PARA AUTORES (v.10)

Tipos de publicaciones

Los trabajos considerados para publicacion en la
revista podran pertenecer a las siguientes
categorias:

Articulos de investigacion, que presenten
resultados  de  trabajos  originales de
investigacion cientifica o técnica, de 5000
palabras de extension maxima
(aproximadamente 14 hojas escritas a doble
espacio, Times New Roman 12 puntos).

Articulos _de  revision, enfocados a la
actualizacion del estado de la técnica o el
conocimiento en un campo cientifico particular,
en base la revision de trabajos publicados o no,
10000 palabras de extensibon maxima
(aproximadamente 28 hojas).

Notas de investigacion, que presenten resultados
preliminares provenientes de investigaciones
originales que, por su cardcter y alcance,
requieren de una rapida difusién, no teniendo
una extension mayor a 2500 palabras de
extension maxima (aproximadamente 7 hojas).

Cartas al Director, en las que se manifiesten
criticas, analisis y/o interpretaciones sobre
trabajos publicados en la revista que, a juicio del
Comité Editorial, complementen y enriquezcan
la discusion sobre las tematicas abordadas, de
750  palabras de extension  maxima
(aproximadamente 2 hojas).

Principios generales

Las contribuciones a la presente publicacion son
responsabilidad exclusiva de los autores, no
comprometiendo a la Universidad Técnica de
Ambato en general ni a la Facultad de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos en particular.

Mediante el envio de sus trabajos originales a la
revista, los autores asumen implicitamente una
posicion ética respecto a la autoria de los
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trabajos por la cual cada uno de ellos acepta la
publicacion del trabajo, siendo incluido como
autor por haber tenido una relacion directa con
la elaboracion del trabajo, sea esta de
planificacion, disefio, ejecucion, analisis de

datos, redaccion, revision o edicion del
manuscrito. No se considera éticamente
aceptable la inclusion de autores con

vinculacion indirecta, (p. ¢j.: haber financiado o
auspiciado el trabajo de investigacion) o
vinculacion nula (p. ej.: ser parte del mismo
grupo de investigacion, pero sin relacion con el
trabajo concernido).

Los trabajos deberan ser originales e inéditos,
no haberse enviado previa o simultaneamente a
otra publicacion, sea en formato papel o
electronica, y cumplir con todas las
especificaciones de estilo descritas en el
documento Guia para Autores para que sean
aceptados. Todas las referencias a trabajos
ajenos, han de ser convenientemente expresadas
de forma implicita o explicita, reduciendo al
minimo las citas textuales. Se considerara
autoplagio la copia textual o duplicacion de
material de trabajos previos de los autores sin
una indicacion clara del origen del mismo.

El Comité Editorial se reserva el derecho de
rechazar todo articulo que no esté conforme a
las prescripciones mencionadas.

Proceso editorial

A la recepcion de los trabajos originales, el
Editor valorara la pertinencia de la tematica, el
interés del trabajo, su originalidad mediante
examen con el software Urkund
(http://www.urkund.com/en) y el cumplimiento
de la adecuacion del formato a la Guia para
Autores vigente. Tras esta verificacion previa,
los trabajos se enviaran de forma anénima a dos
revisores elegidos por el Editor.

En el plazo maximo de 30 dias naturales, se
determinard la aceptacion o no de los trabajos
remitidos para su ingreso en el proceso de
revision. En caso positivo, se remitird a los
autores las correcciones que los revisores hayan
estimado conveniente llevar a cabo. Los autores
dispondran de un nuevo plazo de 30 dias para
llevar a cabo las correcciones y remitir de nuevo
su trabajo a la revista, explicitando todas las
modificaciones llevadas a cambio en relacion al
documento enviado en primera instancia a la
revista.

Si el resultado de la correccion es a satisfaccion
del Editor, sera aceptado para su inmediata
publicacion en la revista. En caso negativo, se




continuard el proceso de revision, pudiendo los
autores renunciar a ¢l en cualquier momento. A
este respecto, una solicitud de publicacion
decaera si, tras la demanda de la revista de
llevar a cabo correcciones en un articulo, no se
recibe respuesta por parte de los autores en un
periodo de tiempo de 6 meses, momento a partir
del cual, se debera iniciar un nuevo proceso
editorial.

La revista garantiza la completa
confidencialidad de cualquier documento
recibido durante el proceso de edicion de los
trabajos y el reconocimiento de la propiedad
intelectual de los autores sobre mismos.

Se permite la reproduccion total o parcial de los
articulos publicados en la revista, previa
autorizacion por escrito del Editor de la misma
asi como de los Autores de los articulos.

Las citas o menciones en otras publicaciones se
haran de acuerdo a los siguientes ejemplos:

Cita directa o explicita: (Llerena et al., 2014)
Cita indirecta o implicita: Llerena et al. (2014)
Referencia bibliografica (estilo APA 6* Ed.):

Llerena, W., Samaniego, I., Ramos, M., y Brito, B.
(2014). Caracterizacion fisico-quimica y
funcional de seis frutas tropicales y andinas
ecuatorianas.  Alimentos  Ciencia e
Ingenieria, 22(2), 13-22.

Formato

El articulo deberd ser remitido en formato
electronico, por correo electronico o correo
postal adjuntando CD-ROM o medio de
almacenamiento  digital analogo, editable
mediante software de procesado de texto,
preferentemente Microsoft Word o similar, con
la siguiente configuracion de pagina:
¢ Formato A4.
e Margenes laterales de 3,0 cm vy
superior e inferior de 2,5 cm.
* Tipografia Times New Roman de 12
puntos en el cuerpo de texto principal.
e Una sola columna, escrita a doble
espacio
* Lineas numeradas de forma continua.

En el correo electronico o CD-ROM deberan
entregarse las tablas y figuras incluidas en cada
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articulo en sus formatos nativos originales
(Excel, Powerpoint, etc.), de manera que puedan
ser editadas durante el proceso de maquetacion,
debiendo estar numeradas de la misma forma en
que aparecen en el articulo.

Contenido de los articulos de investigacion

* Primera pagina

1. Titulo
Se escribira en castellano, tamafo Times New
Roman 14, centrado, en letras maytsculas,
tendra menos de 16 palabras. Se proporcionara
debajo, en el mismo formato, la traduccion al
idioma inglés.

2. Autores

Para cada autor se incluird el primer y, en su
caso, segundo nombre de pila, el primer
apellido, la direccion institucional, mediante un
superindice en numeros arabigos, y el correo
electronico de contacto del autor de
correspondencia, que se significard mediante un
asterisco (*).

3. Resumen/Abstract

El resumen se hara en castellano, no excediendo
de 300 palabras. Se escribira en un sélo parrafo
a espacio simple, en el que se incluird una breve
introduccion, el objetivo de la investigacion, los
métodos utilizados y los principales resultados y
conclusiones. No se incluirdn aqui subdivisiones
ni citas bibliograficas. El resumen se traducira
al idioma inglés y se colocara en parrafo aparte
del mismo teniendo la palabra Abstract como
encabezado.

4. Palabras clave/Keywords

Se proporcionaran, a continuacion del Resumen,
entre tres y cinco palabras clave en castellano
no incluidas en el titulo, lo mas descriptivas
posibles del trabajo efectuado, de forma que
faciliten la busqueda del articulo a través de los
sistemas de  indexacibn y  busqueda
bibliografica. De igual manera, tras el Abstract,
se proporcionaran las mismas palabras clave
(Keywords), escritas en idioma inglés.

¢ Estructura del trabajo

El trabajo se escribird en texto a columna
simple, tamafo Times New Roman 12,
justificado. Las secciones se subdividiran, en
caso necesario, mediante esquema numerado
(1.1, 1.1.1, 1.1.1.1; 1.2, etc.), debiendo Ilas
siguientes secciones:

Resumen (ya descrito en la descripcion de la
Primera pagina)



Introduccién, en la que se justificara la
motivacion que ha llevado a los autores a
emprender la investigacion y los objetivos
perseguidos. Aportard una adecuada base
de conocimiento sobre el tema estudiado,
evitando extenderse en la descripcion de las
referencias y la discusion sobre las mismas.

Material y métodos utilizados en la
investigacion, describiendo todo de forma
tal que el lector pueda ser capaz de entender
completamente o replicar las condiciones
experimentales bajo las cuales han
trabajado los autores. A este respecto, es
necesario mencionar marca y modelo de los
principales equipos utilizados y referenciar
de forma precisa las técnicas analiticas
empleadas, de preferencia, optando por
normas estandarizadas y reconocidas en el
ambito internacional, salvo cuando los
métodos hayan sido publicados con
anterioridad, en cuyo caso, se mencionaran
como referencia, describiendo Unicamente
las modificaciones sustanciales.

Se pide a los autores describir
adecuadamente el disefio experimental
elegido, las herramientas matematicas y
estadisticas utilizadas y el empleo de
unidades de medida y notacion del Sistema
Internacional, asi como adherirse a las
normas internacionales de nomenclatura
binomial de plantas y animales y hacer uso
de abreviaturas previamente explicadas en
el texto.

Resultados y discusion de los mismos,
aportando las tablas, figuras, graficos y
diagramas que sean necesarias. Los
resultados seran claros y concisos. Todo
aporte de informacion original por parte de
los autores debera ser contrastado, en la
medida de lo posible, con referencias a
otros autores, explicando el significado que
la nueva informacion supone dentro del
contexto cientifico-técnico en el que se
sitta el articulo. La mera descripcion
numérica o textual de los resultados, dejada
a libre interpretacion del lector, no serd
considerada aceptable por el Comité
Editorial en ningln caso.

Conclusiones, en las que se resuman los
principales resultados obtenidos en la
investigacion. Esta seccidén, podra tener
entidad propia o integrarse dentro de la
seccion precedente.
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Agradecimientos, seccion opcional de la que se
serviran los autores para el reconocimiento a
aquellas personas u organismos que proveyeron
de ayuda durante la elaboracion del trabajo, bien
aportando fuentes de financiacién, material
experimental, corrigiendo el manuscrito o
aportando su opinién critica.

Referencias bibliograficas, en las que se
incluirdn las fuentes de informacion utilizadas
por los autores en la introduccion, material y
métodos y discusion de los resultados. Todas las
citas utilizadas en el texto han de estar presentes
en las referencias y cada referencia, ha de estar
citada en el texto. El formato utilizado para la
inclusion de las citas y referencias bibliograficas
sera APA 6* edicion (http://www.apastyle.org).
A este respecto, se recomienda a los autores la
utilizacion de software de gestion bibliografica
(Endnote, Refworks, Mendeley, etc.) para evitar
errores de formato y facilitar el flujo de trabajo
al Comité Editorial. En cualquier caso, las
referencias han de estar completas, de forma
que el lector pueda localizar sin dificultad la
fuente de informacion utilizada por los autores.
Se recomienda la inclusion del identificador
digital de objeto (DOI) de los articulos, cuando
esté disponible (http://www.doi.org/).

* Insercion de elementos no textuales en el
trabajo

1. Tablas: se proporcionaran aparte del texto
principal y numerardn en Times New
Roman 10, en la parte superior, de forma
correlativa (Tabla 1, Tabla 2, etc.) segin se
vayan citando en el texto. Cada tabla debera
venir acompafada, a continuacion de su
numeracién, de un titulo adecuadamente
informativo, aportando las condiciones
experimentales si es necesario, de forma
que el lector no tenga la necesidad de
referirse al texto para entender el contenido
de la tabla (autoexplicativa). Los autores
podran utilizar notas al pie de las tablas
para aclarar cualquier informaciéon o
abreviatura utilizada, empleando para ello
superindices.  Los  autores  deberan
asegurarse de que la informacion ofrecida
por las tablas no duplica la ofrecida por las
figuras y viceversa. Al aportar informacion
analitica, los autores deberan especificar los
valores promedio y estadisticos de
variabilidad de los datos (desviacion tipica,
error estandar, coeficiente de variacion,
etc.), ademas del numero de réplicas
llevadas a cabo en cada determinacion. Las
probabilidades se indicaran mediante la



siguiente convencion: * P < 0,05, ** P <
0,01 y *** P <0,001. El texto dentro de las
tablas sera Times New Roman 10. Se
recomienda emplear las herramientas de
formato propias del procesador de textos
Microsoft Word para crear las tablas. La
insercion de tablas en formato grafico
(JPEG, TIFF etc.) estda fuertemente
desaconsejada, por no permitir la correcta
edicion de las mismas en la version final de
la revista.

Figuras: se proporcionaran aparte del texto
principal y numerardn, en Times New
Roman 10, en la parte inferior, fuera de la
propia figura, de forma correlativa (Figura
1, Figura 2, etc.) segun se vayan citando en
el texto. Cada figura debera venir
acompafiada, a continuacion de su
numeracion, de un titulo adecuadamente
informativo, de forma que el lector no tenga
la necesidad de referirse al texto para
entender el contenido de la figura
(autoexplicativa). Las figuras han de ser
presentadas en formatos graficos de
adecuada calidad, como JPEG (con
compresion no superior al 80%) o TIFF.
Los formatos optimizados para
presentacion en pantalla (GIF, BMP, PICT,
etc.) no ofrecen suficiente calidad para la
impresion en formato papel, por lo que ha
de evitarse su uso. Se recomienda, para
elementos a color, una resolucién minima
de 300 ppp (pixeles por pulgada), para
medios tonos o escala de grises, una
resolucion minima de 500 ppp y para
elementos bitmap (blanco/negro) una
resolucion minima de 1000 ppp.

La revista se publica en formato digital a
color pero, dado que la version impresa de
la revista se edita en blanco y negro, se
recomienda a los autores elaborar las
figuras de forma que sigan siendo
comprensibles en la gama de tonalidades de
escala de grises, maximizando el contraste
de los elementos graficos, empleando
simbolos claramente diferenciados, etc.

Ecuaciones: se intercalaran en el texto
principal a medida que sea necesario,
numerandose de forma correlativa mediante
la notacion Ecuacidén 1, Ecuacion 2, etc.
Para su incorporacién al texto, se aconseja
el uso del editor de ecuaciones del
procesador de textos Microsoft Word o
analogo (MathType, LaTex, etc.). Todos los
términos de cada ecuacion deberan ser
explicados convenientemente, incluyendo
las unidades de cada término.
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Contenido de trabajos diferentes a los articulos

de investigacion

Para las revisiones, notas de investigacion y
cartas al Editor, el formato de estos trabajos sera
similar al de los articulos de investigacion en
cuanto al tipo y tamafo de letra en el cuerpo
principal (Times New Roman 12) y las figuras y
tablas (Times New Roman 10). La estructura de
las notas de investigacion sera andloga a la de
los articulos de investigacion, salvo en su
extension. Las revisiones incluiran resumen y
palabras clave, pero no material y métodos ni
resultados y discusion, aunque si pueden incluir
una seccién de conclusiones, ademas de las
referencias bibliograficas. Las cartas al Editor,
podran tener estructura libre.
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