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RESUMEN

El presente trabajo buscé aplicativamente valorar el efecto antioxidante de un extracto etandlico
de hojas de romero de la especie Rosmarinus officinalis L., para lo cual se aplico el extracto
previamente disefiado y elaborado a un aceite comestible de girasol que tiene una oxidacion
premeditada en proporcion (1:10) respectivamente, a los 0, 4, 9 y 15 dias; oxidacion que fue
monitoreada utilizando la prueba del indice de peroxido (PV) de manera comparativa entre el
aceite con extracto de romero y el aceite sin extracto. El extracto etandlico de romero se lo obtuvo
por maceracion progresiva por cinco ocasiones de un total de 600gr de hojas de romero en 500mL
de etanol (96%) sin adicion de volimenes extras y finalmente concentrado hasta
aproximadamente la tercera parte del volumen obtenido de las maceraciones. El nivel de
oxidacién observado comparativamente entre el aceite sin extracto de romero y el aceite con
extracto de romero mostr6 una disminucion en el porcentaje de oxidacion: (dia 0: 0,00%, se
mantiene en 0,00%), (dia 4: de 29,03% disminuye a 0,00%), (dia 9: de 41,93% disminuye a
9,68%) y (dia 15: de 100,00% disminuye a 22,57%), resultados que han sido respaldados
estadisticamente mediante ANOVA (Minitab - Excel 2019). Segln la normativa NTE INEN 26,
el aceite oxidado premeditadamente y tratado con el extracto de romero por 15 dias mostr6é un PV
gue se encuentra en el rango de cumplimiento de la especificacién de la norma (0,00 a 10,00meq
0./Kg de aceite), indicativo que para un aceite sin oxidarlo premeditadamente obtendria un efecto
protector aceptable a mayor tiempo. La actividad antioxidante del extracto etanélico de romero
determinada en el presente estudio, aplicativamente puede aprovecharse especialmente en aceites

crudos previos a su refinacién.

Palabras clave: <BIOQUIMICA DE ALIMENTOS>, <ANTIOXIDANTE NATURAL>,
<CONSERVACION DE ACEITES>, <EXTRACCION DE ACEITES>, <OXIDACION DE
ACEITES>, < ROMERO (Rosmarinus officinalis L)>, <OXIDACION PREMEDITADA>.

,\6“

Firmado Q oz

LEONAR digitalmente ; =
por =

DO LEONARDO %> DBRA «

DIRECCION DE BIBLIOTECAS Y
RECURSOS DEL APRENDIZAJE

FABIO MEDINA

MEDINA Fecha:

2021.08.05
NUSTE 084502 1413-DBRA-UTP-2021
o

s-S‘po(;\'\



ABSTRACT

The present study sought to assess the antioxidant effect of an ethanolic extract of rosemary leaves
from the species of Rosmarinus officinalis L., for which the extract was apply previously designed
and elaborated from edible sunflower oil that has premeditated oxidation in the proportion of
(1:10) respectively, at 0, 4, 9 and 15 days; the oxidation was monitored using the peroxide value
test (PV) comparatively between the oil that contains rosemary extract and the oil without extract.
The ethanolic extract of rosemary was obtained by a progressive maceration on five occasions of
a total of 600gr of rosemary leaves in 500mL of ethanol (96%) without adding any extra volumes
and finally concentrated until only one-third of its volume was obtained from the macerations.
The level of oxidation observed between the oil without rosemary extract, and the oil with
rosemary extract showed a decrease in the percentage of oxidation: (day 0: 0.00%, it remains at
0.00%), (day 4: from 29.03% decreases to 0.00%), (day 9: from 41.93% decreases to 9.68%) and
(day 15: from 100.00% decreases to 22.57%), the results have been statistically supported using
ANOVA (Minitab - Excel 2019). According to the NTE INEN 26 regulation, the oil deliberately
oxidized and treated with the rosemary extract for 15 days showed a PV inside the compliance
range of the standard specification (0.00 to 10.00meq O, / Kg of oil), indicative that for oil without
previous oxidation it would obtain an acceptable protection effect for longer periods. The
antioxidant activity of ethanolic extract of rosemary determined in the study showed that it can

be applied especially in raw oils before refining these.
Keywords: <FOOD BIOCHEMISTRY>, <NATURAL ANTIOXIDANT>, <PRESERVATION

OF OILS>, <EXTRACTION OF OILS> <OXIDATION OF OILS>, <ROSEMARY
(Rosmarinus officinalis L.)>, <PREMEDITED OXIDATION>,
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INTRODUCCION

Los aceites comestibles han incrementado su uso en los ultimos afios, por tal motivo las empresas
que se dedican a su fabricacién han buscado alternativas para la conservacion de estos, por medio
del uso de antioxidantes que evitan la oxidacion de los aceites.

Los aceites comestibles proveen al alimento un sabor agradable y facilitan su fritura, estos pueden
provenir de diversas fuentes vegetales como es la palma, semillas de girasol, oliva, entre otros.
Al igual pueden sufrir un deterioro oxidativo en cualquiera de las fases de la extraccion y
purificacion, el uso de antioxidantes permitira inhibir o retrasar la formacion de radicales libres
debido a que estos son altamente reactivos.

En la actualidad varios alimentos son elaborados a base de aceites comestibles, por medio de la
fritura, que es una operacion unitaria con la que se elaboran estos alimentos, los cuales tienen la
particularidad de sufrir una oxidacion y de esta manera generar radicales libres.

Al momento de estar en contacto los aceites con el aire, humedad o temperaturas elevadas pueden
sufrir un enranciamiento oxidativo, polimerizacion y de esta forma crean aldehidos, cetonas o
compuestos de bajo peso molecular, para esto se ha recurrido al uso de antioxidantes sintéticos
como son el galato de propilo, hidroxianisol butilado (BHA), el hidroxitolueno butilado (BHT);
estos son encontrados facilmente y bastante efectivos al momento de su uso. Como antioxidantes
naturales se hace uso del &cido ascorbico (vitamina C) o tocoferoles (vitamina E).

El romero es una planta aromatica de facil cultivo la cual es usada con diversos fines terapéuticos
como la astenia, circulacion sanguinea, entre otros. La hoja de romero posee compuestos
polifenoles como el acido carnésico y el carnosol los cuales son los que van a dar la actividad
antioxidante que es caracteristica en esta planta, por lo tanto, se desea aprovechar en este estudio
para los aceites comestibles.

Los aceites presentan una gran demanda a nivel mundial y varios alimentos estan elaborados a
base de estos, por lo tanto, no se descarta la presencia de radicales libres, afectando la salud del
ser humano y provocando enfermedades neurodegenerativas como cancer, arteriosclerosis y
cardiomiopatias (Avello y Suwalsky., 2006, pp. 161-162).

El romero otorga una capacidad antioxidante debido a la composicion quimica que posee,
teniendo como antioxidantes al acido carndsico y el carnosol que son los que van a dar esta
caracteristica; pero a mas de esto posee propiedades antiespasmaodicas, hepatoprotectores,
diurético, antiinflamatorio, entre otras (Reubaudiana, 2016, parr.1-2).

Para identificar la oxidacion del aceite se puede recurrir a la prueba del indice de peréxido que
permite determinar en el aceite la oxidacion de los iones yoduro del yoduro de potasio y esto es
valorado volumétricamente con tiosulfato de sodio usando como indicador una solucién saturada

de almidon.
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Se han buscado alternativas para la conservacion de aceites comestibles con la finalidad de reducir
el uso de antioxidantes sintéticos, de esta forma conservar los aceites comestibles antes de que
Ileguen al refinamiento y sobre todo haciendo uso de antioxidantes de origen natural, sin afectar

la finalidad que tienen los aceites comestibles antes y después de su refinamiento.
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Objetivos

General

e Valorar el efecto antioxidante de un extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) sobre
aceite comestible premeditadamente oxidado.

Especificos

e Recolectar, seleccionar y preparar hojas de romero.

e Disefiar un proceso ordenado de obtencion de un extracto etandlico de hojas de romero y
evaluar la solubilidad en aceite comestible de girasol.

e Realizar tratamientos para detectar el efecto antioxidante del extracto etandlico de hojas de
romero sobre aceite comestible oxidado en tres intervalos de tiempo.

e Evaluar el efecto antioxidante sobre el aceite comestible, analizando el estado de oxidacion

de tratamientos oxidativos mediante la prueba del indice de peroxido.
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CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Romero

Las plantas medicinales con el pasar de los afios han tomado una gran importancia debido a sus
caracteristicas y componentes quimicos, estos son ampliamente aprovechados en la elaboracion
de productos de uso y consumo humano, el romero es una planta medicinal que tiene varios usos,

pero se sigue investigando en obtener nuevos beneficios.

1.1.1. Taxonomia

REINO: Plantae.

SUBREINO: Tracheobionta.
DIVISION: Magnoliophyta.
CLASE: Magnoliopsida.
SUBCLASE: Asteridae.

ORDEN: Lamiales.

FAMILIA: Lamiaceae.
SUBFAMILIA: Nepetoideae.
GENERO: Rosmarinus.

ESPECIE: Rosmarinus officinalis. L.
NOMBRE COMUN: Romero / Hierba de la memoria / Hierba de las coronas (Inka Plus, 2015, p.1).

o

o, % # i A )
Figura 1-1. Planta de romero.
Fuente: (Naranjo, 2020).
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1.1.2. Historia

El romero proviene del griego “rhops y myrinos” que se traduce en “arbusto marino”, siendo una
planta de fines medicinales y terapéuticos, usado desde las épocas antiguas en Egipto en forma
de ramos para ser colocados en las tumbas y dar un olor agradable (Rodenas y Rodriguez, 2018, pp.34-
36).

Los griegos y romanos consideraban que el romero es una planta sagrada y simbolizaba el amor
y la muerte por su uso en matrimonios y funerales, los griegos también tenian la costumbre de
quemar unas ramas en los templos (Lax, 2014, pp.10-11).

En la época de la edad media esta planta era usada con fines alimentarios y medicinales, aplicado
para la fumigacion de plagas y contra los malos espiritus (Lax, 2014, pp.10-12).

En 1330 Arnau de Villanova realiz6 extracciones de aceites esenciales los cuales serian usados
en la industria de la perfumeria y como un remedio paliativo, en el siglo XVI la reina Isabel de
Hungria usaba el aceite de romero para tratar sus problemas de reumatismo (Rodenas y Rodriguez,

2018, pp.34-38).

1.1.3. Descripcion botanica

El romero posee un tallo lefioso, ramificado, sus hojas son alargadas y estrechas con una medida
de 3cm x 3mm, de caracteristica rigida como agujas, con bordes enrollados. En la época de otofio
es comun ver la aparicion de flores, suelen estas flores desarrollarse dos veces cada afio (Inka Plus,
2015, p.1).

Las flores miden 5mm de largo, son de color violeta palido, blanco o rosadas con un céliz
bilabiado de color rojizo o verde, su androceo esta conformado por dos estambres con filamentos

bastante largos y el gineceo es bicarpelar (Rodenas y Rodriguez, 2018, pp.35-36).

1.1.4. Distribucién geogréfica

El romero se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial, sobre todo en la region del
Mediterraneo, en suelos aridos y calizos, también se encuentra distribuido al sur de Europa, norte
de Africa, Asia y Sudamérica (Rodenas y Rodriguez, 2018, pp.35-37).

Ademas se encuentra en los paises de Espafia, Pert, Ecuador tanto en la costa, sierra y oriente;
sobreviviendo la planta a climas aridos y con poca agua, asi como climas himedos y el sol no es

un limitante para su supervivencia (Rodenas y Rodriguez, 2018, pp.35-37).
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1.1.5. Produccion de romero en Ecuador

El romero es una planta que crece en ambientes célidos, arenosos y permeables, ademas de
adaptarse perfectamente es estos ambientes, forma parte de los matorrales en sitios secos y
soleados, en la actualidad puede ser cultivada en varias partes del mundo (Estrada, 2010, pp.6-8).

En el Ecuador por lo general se desarrolla en ambientes &ridos y célidos, inclusive pueden ser
cultivadas en la comodidad del hogar, cabe recalcar que en el Ecuador es muy poco potencializado
su cultivo, siendo que tiene propiedades muy relevantes con actividades alimentarias y

farmacoldgicas (Estrada, 2010, pp.6-8).

1.1.6. Usos

El romero se puede aplicar por via tépica en forma de aceite esencial otorgando una actividad
analgésica, permite aliviar los reumatismos tanto articulares como musculares, es usado en forma
de infusién o decoccion actuando como un estimulante (Reubaudiana, 2016, parr.1).

Es usado también como tonico general para disminuir la irrigacion periférica e hipotension, suele
ser usado para problemas de estrés y depresion, ya que actla sobre el sistema nervioso. Ademas
se puede usar el agua decoccion como un antiparasitario (Reubaudiana, 2016, parr.1).

El romero puede ser utilizado como un conservante y antioxidante natural en la industria
alimentaria, debido a que contiene antioxidantes como el carnosol y diterpenos. Puede ser usada

como condimento en preparaciones culinarias (Reubaudiana, 2016, parr.1).

1.1.7. Composicion Quimica

e Acidos fendlicos: Cafeico, labiatico, neoclorogénico, colina, taninos, lupeol.

e Acidos triterpénicos: Acido ursdlico.

e Alcaloide: Rosmaricina (bajas proporciones).

e Alcoholes triterpénicos: oy 3 -amirina, betulosido.

¢ Diterpenos: Carnosol, rosamadial, rosmanol.

¢ Flavonoides: Diosmetina, diosmina, apigenina, luteolina, cirsimarina, nepritina.

e Terpenoides: Picrosalvina o carnosol, acido carndsico, rosmaridienol, acido oleéanico, &cido

aleanolico, acido ursolico, a-amirenoma, [3-amirenoma (Estrada, 2010, p.8).
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1.1.8. Compuestos Antioxidantes

Las propiedades antioxidantes del romero fueron descubiertas en 1955, por medio de diferentes
extractos, abriendo campos para determinar nuevas técnicas que se han usado para diversas areas
como es la alimentaria, farmacia o cosmética, todo relacionandose a enfermedades que son la

causa del estrés oxidativo (lllera, 2012, pp.15-18).

1.1.8.1. Acido Carnésico

El principal componente que le confiere al romero la actividad antioxidante es el &cido carndsico,
cuya estructura quimica fue determinada en 1982 por Linde en Salvia (lllera, 2012, pp.15-18).

Segun los estudios se han demostrado que el &cido carnosico se encuentra presente en el romero
para evitar que los cloroplastos sufran un estrés oxidativo, cuando se produce una sequia la
fotooxidacion puede eliminar especies que son reactivas y contienen oxigeno dando paso a la
presencia de alcoholes diterpénicos como es isorosmanol y productos de oxidacién que se

encentran metilados, cuando mayor son las metilaciones aumenta la lipofilicidad (Birti¢ et al., 2015,
p.13).

A. Estructura Quimica

Es un compuesto diterpeno que en su estructura posee un grupo fenélico; su formula es CoHzs04,
como se observa en la Figura 2-1 este contiene un grupo fendlico que es por lo general un polifenol
y el &cido carnosico gque no es distribuido de manera uniforme en las hojas, ademas de encontrarse

en la tricoma del romero en una proporcion considerable (Soliz, 2014, pp.15).

=
-

.

Figura 2-1. Acido carnésico.

Fuente: (lllera, 2012, p.16).
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B. Caracteristicas Fisico — Quimicas

Las caracteristicas fisico-quimicas que posee el &cido carnésico constituyen un peso molecular
de 332,400g/mol, masa molecular 332,199 g/mol y como carga formal del &cido carndsico
presenta un valor de O (Soliz, 2014, pp.15-17).

C. Propiedades

El &cido carnosico posee propiedades antiinflamatorias pero sobre todo antioxidantes las cuales
son aprovechadas en la alimentacion, cosmética y farmacia; durante afios se han realizado
estudios de los extractos de romero para determinar las aplicaciones (Soliz, 2014, pp.15-17).

Otra de sus propiedades son antimicrobianas, demostrando que el romero tiene una mejor
actividad antimicrobiana cuando el pH disminuye, actuando sobre bacterias Gram positivas como
Bacillus, Enterococcus, Streptococcus y Staphylococcus o bacterias Gram negativas como
Escherinchia, Salmonella o0 Campylobacter (Birti¢ et al., 2015, pp.14).

Presentando un mejor espectro sobre bacterias Gram positivas en relacion con bacterias Gram
negativas, demostrando que medicamentos como la tetraciclina, eritromicina o el bromuro de
etidio al adicionar 10g/mL de &cido carndsico mejord su actividad 8 veces mas contra
Staphylococcus aureus, mientras que al adicionar 8g/mL de &cido carndsico mejord su actividad

16 veces mas contra Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis (Birtié et al., 2015, pp.14).

1.1.8.2. Carnosol

El carnosol es otro compuesto que le confiere la actividad antioxidante al romero el cual fue
aislado del romero por Brieskorn y colaboradores en 1966, muchos investigadores mencionan que

el carnosol es el compuesto que mayoritariamente conforma parte de los extractos de romero
(lllera, 2012, pp.15-17).
El carnosol se acumulan sobre los tejidos verdes fotosintéticos como son las hojas y los pétalos

de las flores, principalmente localizado en los cloroplastos, tanto el acido carndsico como el

carnosol actla sobre los radicales libres que se producen en los lipidos (Loussouarn et al., 2017, pp.2-
8).
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A. Estructura Quimica

El carnosol deriva del &cido carndsico, es un diterpeno fenolico como se observa en la Figura 3-
1 el cual se encuentra en el romero, el 90% de la actividad antioxidante de un extracto de romero
se le atribuye al acido carndsico y el carnosol; el &cido carndsico se convierte a carnosol por la
reaccion de oxidacién (Kim et al., 2006, p.1729).

CH4

Figura 3-1. Carnosol.

Fuente: (Illera, 2012, p.16).

B. Caracteristicas Fisico — Quimicas

Las caracteristicas fisico-quimicas que posee el carnosol constituyen el peso molecular con un
valor de 330,400g/mol, masa molecular 330,183 g/mol y como carga formal del carnosol presenta

un valor de 0 (Kim et al., 2006, p.1729).

C. Propiedades

El carnosol tiene diversas propiedades antimicrobianas, anticancerigenas, antiinflamatorias,
neuroprotectores y sobre todo antioxidantes las cuales puede reducir el riesgo de enfermedades
neurodegenerativas (Kim et al., 2006, p.1729).

Ademas de ser aprovechado en esta investigacion para la elaboracién de un nuevo antioxidante
en aceites comestibles, la cual conjuntamente con el 4cido carndsico se desea evitar la formacion
de radicales libres y compuestos de bajo peso molecular, ya que son factores que alteran el

organismo del hombre (Kim et al., 2006, p.1729).
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1.2. Aceites comestibles

El aceite proviene del griego “elaca” qué significa olivo, los lipidos son macronutrientes de gran
estudio por varias décadas, toda materia grasa es de importancia en la nutricion siendo importante

los lipidos al igual que otros macronutrientes como las proteinas y carbohidratos (Valenzuela y
Morgado, 2005, p.3).

Los aceites se encuentran presentes en varios productos que se utilizan en la vida diaria como
productos de consumo y limpieza, con finalidades de bastante importancia para el consumidor
(Valenzuela y Morgado, 2005, pp.3-5).

A nivel nutricional los aceites y grasas son una gran fuente de energia, aportando con 9kcal/g, las
grasas (origen animal) estdn compuestas por acidos grasos saturados, los cuales no son muy
recomendados por la salud del consumidor, mientras que los aceites (origen vegetal) estan
compuestos por acidos grasos insaturados que son los responsables de dar esa caracteristica
liquida al aceite a temperaturas ambientales (Paucar et al., 2015, pp.280).

Los aceites comestibles son creados a partir de semillas o frutos, los cuales son aptos para la
alimentacion, presentando un aspecto limpido, olor y sabor agradable, pueden contener aditivos
para su conservacion (Espinoza y Zapata, 2010, pp.8-10).

Son muy importantes los aceites comestibles para el funcionamiento del organismo, debido a que
aportan con un 30% de energia, pero es necesario gque estos sean consumidos de forma adecuada
para no provocar futuras enfermedades (Espinoza y Zapata, 2010, pp.6-7).

Su uso ha sido principalmente para procesar y condimentar diversos alimentos, dandole un sabor
y consistencia agradable, siendo de una elevada demanda en el mercado, para la eleccién de
aceites comestibles el consumidor es bastante exigente. En el Ecuador el consumidor se fija que
la etiqueta mencione el origen (semilla o fruto) de donde ha sido extraido, ademas que el producto
se encuentre libre de grasas trans (Medina, 2013, pp.1-2).

Durante los ultimos afos el consumo de aceites aumentado considerablemente a nivel mundial,
es asi que la industria que se dedica a la fabricacidn de aceites provee al consumidor productos
innovadores obtenidos de diversas fuentes vegetales, considerando costos y que se ajusten a las

exigencias del consumidor (Paucar et al., 2015, pp.280-281).

1.2.1. Historia

Los aceites y grasas forman parte del origen de nuestra civilizacion ancestral, debido a que han
sido usados para la elaboracion de alimentos y combustibles, en los afios paleoliticos la grasa era

usada para elaborar grabados y pinturas (Valenzuela y Morgado, 2005, pp.4-6).
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En las civilizaciones antiguas como Grecia y Egipto se utilizaba los aceites con fines culinarios y
combustible, mientras que en Roma los luchadores impregnaban en su cuerpo aceite con la
finalidad de mantener el cuerpo hidratado, los aceites eran buenos disolventes para pigmentos,
permitiendo colorear el rostro, ojos y algunas partes del cuerpo (Valenzuela y Morgado, 2005, pp.4-7).
La estructura quimica de las grasas y aceites fue descubierta por el quimico francés Michel
Chevreul, el cual trabajaba como profesor de quimica organica en la Universidad de Paris, para
su estudio tratd las grasas de los animales con alcali creando asi la glicerina, a mas de esto pudo
extraer agua y de esta forma obtener los jabones (Valenzuela y Morgado, 2005, pp.4-7).

Michel Chevreul dio otro aporte significativo en 1824 al separar la colesterina de la bilis humana
a lo cual se le conoce como el colesterol, la colesterina es un componente fundamental de los
calculos biliares (Valenzuela y Morgado, 2005, pp.4-7).

Nikolai Anichkov en 1913 descubri6 la relacion que existe entre la arteriosclerosis y el colesterol,

determinando la importancia que tienen las grasas a nivel de las enfermedades vasculares
(Valenzuela y Morgado, 2005, pp.5-9).

1.2.2. Girasol

El girasol es una planta anual, su color amarillo caracteristico le da una tonalidad agradable a la
vista como se observa en la Figura 4-1, el girasol es bastante cultivado en todo el mundo debido
a la produccidn de aceite, es asi como es el tercer cultivo mas representativo en Espafia, debido a

la demanda en la industria extractora de aceite (Gémez, 1988, p.3).

>

Figura 4-1. Girasol.
Fuente: (Gomez, 1988, p.9).
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1.2.2.1. Taxonomia

REINO: Plantea.
SUBREINO: Tracheobionta.
DIVISION: Magnoliophyta.
CLASE: Magnoliopsida.
SUBCLASE: Asteridae.
ORDEN: Asterales.
FAMILIA: Asteraceae.
SUBFAMILIA: Asteroideae.
GENERO: Helianthus
ESPECIE: Helianthus annuus
NOMBRE COMUN: Girasol / Maiz de Texas / Lampote / Flor de sol (Poverene et al., 2002, p.101).

1.2.2.2. Historia

El girasol es propio de América y llevado a Espafia como una planta ornamental después de la
conquista espariola, en 1835 D. I. Bokariov realiz6 ensayos para la cultivacion de girasol y de esta
manera industrializarlo para la produccién de aceite, obteniendo un cultivo a gran escala (Garcia,
1971, p.2).

En el afio de 1965 se cred alrededor de 4.510.000 hectéreas para la produccion de aceite en la
Unidn Soviética, después se aprovechd esta produccion en paises de América como es Argentina,
Uruguay y Estados Unidos con resultados exitosos, el girasol resistia fuertes sequias (Garcia, 1971,
pp.2-3).

1.2.2.3. Descripcion boténica

Su raiz puede llegar a medir hasta 4 metros y se une al tallo por la parte inferior, el tallo es
cilindrico estriado y contiene unas espesas vellosidades puede medir hasta 4 metros de altura,
mientras que las hojas son largas hasta de 10 cm de largo, de forma ovalada, con apice afilado,
conteniendo hasta 7 a 25 pares de hojas (Garcia, 1971, pp.4-5).

Sus flores se encuentran reunidas a nivel de la inflorescencia, éstas son numerosas y con esto
atraen a los insectos y las abejas. La semilla esta cubierta por un pericarpio o conocido como
“cascara” esta sirve como proteccion evitando que sea atacado por la polilla que se forma en el

girasol (Garcia, 1971, pp.6-9).
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1.2.2.4. Distribucién geografica

El cultivo del girasol ha tomado una gran trascendencia a nivel mundial por su demanda en la
industria productora de aceite, su cultivo ha sido bastante promovido a nivel mundial siendo asi
entre los paises mas productores de girasol se encuentra Rusia, Argentina, Estados Unidos,
Rumania y Espafia (Vasquez, 2001, pp.21-23).

1.2.3. Aceite de girasol

El aceite de girasol proviene de las semillas de girasol de lugares como Espafia, con el tiempo se
extendio a otras partes del mundo, ya que resulta ser una opcion saludable y econémica entre
varios tipos de aceites, los cuales son obtenidos por medio de las semillas de girasol (Zudaire, 2009,
parr.1).

1.2.3.1. Composicion quimica del aceite de girasol

El aceite de girasol esta constituido por acidos grasos poliinsaturados, destacando el linoleico que
es un acido graso esencial y deben ser proporcionados en la dieta, debido a que organismo del ser

humano no puede sintetizarlo (Zudaire, 2009, parr.1).

Tabla 1-1: Perfil de &cidos grasos en el aceite comestible de girasol.

o VARIACION DE LA
. CANTIDAD DE ACIDO "
. FORMULA CANTIDAD DE ACIDO
ACIDO GRASO GRASO PRESENTE EN EL
MOLECULAR GRASO PRESENTE EN EL

ACEITE DE GIRASOL (%)
ACEITE DE GIRASOL (%)

Linoleico C18:2n6¢c 55,40 +0,54
Oleico C18:1n9c 17,49 +0,05
Palmitico C16:0 6,09 +0,15
Araquiddnico C20:4n6 494 +0,52
Palmitoleico Ci16:1 4,90 +0,01
Estearico C18:0 4,66 +0,08
Elaidico C18:1n9t 2,88 +0,04

Fuente: (Segura et al., 2014, p.930).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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1.2.3.2. Produccion de aceite de girasol en Ecuador

En el pais existen empresas que se encargan del tratamiento de aceites comestibles de girasol, por
ejemplo, LA FABRIL es uno de los mayores productores en la elaboracion de aceites,
promoviendo asi su producto con la marca “GIRASOL” (Guerrero, 2016, pp.12-14).

Ademas, se han realizado estudios por la Universidad Técnica del Norte en los cuales buscan
factibilidad del proceso de aceite de girasol. La elaboracion de aceite de girasol ha ganado fuerza
debido a su perfil de &cidos grasos que posee acidos grasos esenciales (Guerrero, 2016, p.14).

1.2.3.3. Extraccion del aceite refinado de girasol

La extraccion del aceite de girasol es una opcion que hatomado bastante relevancia en el mercado
debido a sus altas ventas, este aceite proviene de las semillas de girasol el cual debe pasar por
diversas fases para poder extraer el aceite de la semilla. A continuacion, se presentan las fases

para el proceso de elaboracién del aceite de girasol.

e Obtencidn de la materia prima

Se obtiene la materia prima, que constituyen las semillas de girasol. Estas son importantes para
la elaboracidn del aceite de girasol, se encuentran en la flor a nivel del receptaculo como se
observa en la Figura 5-1, que es la parte interna de la flor, a estas semillas se las conoce

vulgarmente como “pipas” (Gémez, 1988, pp.9-10).

i y

Figura 5-1. Flor del girasol.
Fuente: (Gomez, 1988, p.9).
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e Limpieza

Una vez obtenida la semilla se limpia para eliminar algtn material que no se desea que formen
parte de la materia prima para la obtencidn del aceite, para esto se usa tambores rotatorios
eliminando todo tipo de tallos, hojas, suciedad u otros desechos que pueden estar presentes al
momento de su limpieza. Ademas, se eliminan las particulas de metal especificamente de hierro,

por medio de imanes electromagnéticos (Gémez, 1988, pp.9-10).

e Secado

Para el secado las semillas se colocan a la exposicion solar, de esta manera se logra destruir

bacterias y hongos para obtener un prensado adecuado y solubilizar los fosfatos (Gomez, 1988, pp.10-
11).

e Acondicionamiento y eliminacion de la cascara

El acondicionamiento permite realizar una limpieza de la semilla para eliminar la mayor parte de
las impurezas y secarlo hasta un humedad del 6%, mientras que para eliminar el pericarpio o
“cascara” que rodea la semilla se realiza un impacto de rodillos, otra alternativa es utilizar una

zaranda o aire en contracorriente (Gémez, 1988, pp.10-11).

e Prensado

Una vez acondicionado el material pasa por unas prensas de tornillos los cuales van a arrastrar las
semillas y comprimirlas hasta que el aceite se desprenda de la semilla, de esta manera se obtiene
aceite crudo de prensa y el residuo que es la denominada “torta” (Gémez, 1988, pp.10-11).

e Extraccion con solvente

Para aprovechar el residuo que es la torta se puede utilizar métodos que extraen la mayor cantidad
de aceites de las semillas, dejando en la semilla menos del 1% de aceites, la torta contiene

alrededor del 15% de aceite. Para extraer el aceite se puede utilizar diversos métodos, el mas

conocido es la extraccidn por soxhlet y utilizando como solvente hexano (Gémez, 1988, pp.10-11).
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e Harina proteica

Una vez extraido de la semilla la mayor cantidad de aceite, se genera un residuo con un alto
contenido de fibra, el cual se procede a tostar para después transformarlo en lo que se conoce
como pellet. Este residuo al contener una alta cantidad de fibra puede ser utilizado en alimento
para animales como pollos, cerdos, rumiantes y conejos, esto le otorga al animal un alto valor

energético (Santina, 2020, pp.1-3).

e Refinacion del aceite crudo de girasol

Para refinar el aceite se debe primero remover las impurezas como son los &cidos grasos libres,
pigmentos, entre otros, estos son los responsables de la presencia de turbidez, también se eliminan
las ceras que se encuentran presentes en el aceite de girasol. Esto se realiza cuando el aceite
alcanza un punto de fusion de 74°C, este punto de fusion es clave, debido a que no permiten la

formacion de un precipitado cristalino (Estar, 2015, pp.5-6).

e Desecacidon por via himeda

Se realiza una neutralizacion cuando el aceite se encuentra caliente para después enfriarlo hasta
6 a 8°C durante 8 a 10 horas, después se agrega de 3 a 5% de agua con una solucion de soda
caustica diluida (Estar, 2015, pp.5-6).

Todo esto con la finalidad de aprovechar la hidrofilidad que tienen las ceras y que estas sean
separadas. Ademas, los electrolitos permiten que las ceras pasen de la fase oleosa a la fase acuosa

para después calentar de 20 a 25 °C y al final centrifugarlos (Estar, 2015, pp.5-7).

e Blanqueamiento

Los aceites pueden contener una pequefia cantidad de pigmentos, jabones, fosfolipidos vy
minerales, estos son removidos por medio de un tratamiento que se realiza a 100°C al vacio

durante 15 minutos, una vez finalizado se filtra para eliminar diversas particulas e impurezas
(Estar, 2015, pp.5-7).
Este es un punto critico, ya que se debe eliminar el aire antes de que entre al vacio, si no se elimina

el aire puede generar una oxidacion de los aceites (Estar, 2015, pp.5-7).
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e Pulido

En este punto se elimina la mayor parte de ceras presentes en el aceite después del proceso de

blanqueado, para esto se realiza una maduracién de los cristales y una filtracién (Estar, 2015, pp.5-
7).

e Desodorizado

La desodorizacion se realiza para eliminar sustancias que son volatiles y de esta manera eliminar
olores y sabores que son desagradables. En este proceso se destruye perdxidos y se eliminan
aldehidos y productos que se pudieron formar durante el proceso, mismo que se realiza a 240°C

y una presion de 2 a 3 mmHg (Estar, 2015, pp.6-7).

e Adicion de antioxidantes

Antes de terminar el proceso de refinamiento del aceite de girasol se puede colocar o no los
antioxidantes, todo esto va a depender del uso que se le vaya a dar al aceite antes de ser envasado

y almacenado (Estar, 2015, pp.6-7).

e Envasado y almacenamiento

Para realizar el envasado es esencial proteger al aceite con nitrégeno, evitando su contacto con el
oxigeno del aire y se vuelva inestable. Para realizar el envasado se utiliza material plastico, metal
o de vidrio, los cuales deben ser inertes y con una gran resistencia a la ruptura, para envasar y
entregar los productos al mercado. Las empresas por lo general realizan este proceso en envases
con capacidades de 500 mL, 1000 mL, 1500 mL, 3000 mL y 5000 mL (Estar, 2015, pp.7-8).
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Figura 6-1. Extraccion del aceite refinado de girasol.

Fuente: (Guerrero, 2016, p.11).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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1.2.3.4. Especificaciones del aceite de girasol

Tabla 2-1: Especificaciones del aceite de girasol segin NTE INEN 26:2012.

PARAMETRO Min Max. UNIDADES
Densidad relativa, 25/25°C 0,910 0,921 -
indice de yodo 123 137 cglg
Acidez libre (como acido oleico) - 0,2 %
Perdida por calentamiento - 0,05 %
indice de refraccion a 25°C 1,471 1,475 -
indice de perdxido - 10 meq02/Kg

Fuente: (NTE INEN 26, 2012, p.2).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

1.2.4. Oxidacion de aceites comestibles

Las materias grasas puede sufrir deterioro dandose una serie de reacciones como la autooxidacion,
polimerizacién térmica, oxidacion térmica, isomerizacion, ciclacién e hidrélisis (Juarez y Samman,
2007, p.6).

En el caso de la oxidacidn, se da a nivel de los &cido grasos insaturados de los triglicéridos debido
a que el oxigeno que se encuentra a nivel atmosférico reacciona con el aceite sobre todo en los
dobles enlaces como consecuencia de esto se da malos olores (Juarez y Samman, 2007, p.6).

La polimerizacion esta asociado a un proceso de autooxidacion el cual va a producir radicales
libres, los hidroperéxidos se descomponen de forma inmediata en compuestos de bajo peso
molecular (Juarez y Samman, 2007, p.7).

Mientras que la hidrolisis se produce cuando el vapor de agua reacciona con el aceite
especificamente reacciona con los triglicéridos provocando una hidrélisis y consigo liberando

acido grasos libres, monoglicéridos, diglicéridos y glicerol (Juarez y Samman, 2007, p.7).

1.2.4.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un desequilibrio que se puede dar a nivel de los antioxidantes produciendo
una alteracion y cambios en las biomoléculas. Esta alteracion es un efecto adverso que se produce
en la sangre y tejidos de un ser vivo, ya que aqui se da una degradacion a nivel de las biomoléculas

generando radicales libres de oxigeno y conduciendo a la muerte celular (Lima, 2005, pp.2-3).
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Es necesario que se conozca que el estrés oxidativo se produce a nivel del mecanismo celular y
con una accion a nivel de los radicales libres, debido a que esto puede afectar el equilibrio que se
da entre radicales libres y otras especies reactivas. Estas especies reactivas tienen una actividad
antioxidante y pueden ser de caracter enddgeno o exdgeno (Coronado et al., 2015, pp.2-4).

El equilibrio permite que la toxicidad disminuyay se presente un menor dafio a nivel de la célula,
si no existe un equilibrio se puede dar un déficit de antioxidantes o una proliferacion incontrolable

de los radicales libres (Coronado et al., 2015, pp.2-4).

1.2.4.2. Radicales libres

Los radicales libres o también conocidos como especies reactivas de oxigeno son moléculas o
atomos los cuales tienen presentes electrones no apareados en el orbital externo, estos van a
generar una gran reactividad a nivel de estructura provocando varios procesos bioquimicos que
se dan a nivel celular (Lima, 2005, pp.2-4).

Uno de los principales productores de especies reactivas de oxigeno es la mitocondria, la mayor
parte de oxigeno (90%) inhalado es consumido por la mitocondria, mientras que sélo el 2% de
oxigeno reducido puede formar el radical superoxido (O-) (Lima, 2005, pp.2-4).

El radical superdxido puede transformarse en un radical hidroxilo (OH) que es bastante reactivo
en relacion con el radical superdxido, el 6xido nitrico (NO) es un radical que se encuentra libre
en estado fisiolégico y se produce a nivel del endotelio vascular y puede transformarse a peréxido
nitrico (ONOO) siendo el responsable de varias enfermedades (Lima, 2005, pp.2-4).

La formacidn de radicales libres puede darse debido a que se presentan reacciones bioguimicas
de oxidacién y reduccion, esto es propio del metabolismo de una célula normal pero puede verse
influenciado por factores externos como dietas desbalanceadas o hipercaldricas, ejercicio
extenuante, compuestos toxicos, factores ambientales, humo del cigarrillo, radiaciones gamma,
entre otros (Lima, 2005, pp.3-5).

Las especies reactivas de oxigeno pueden ser controlados por mecanismos fisioldgicos de defensa
gue son antioxidantes, estos tienen el objetivo de evitar el exceso de oxidacion que se da en la
célula, ya que con el paso del tiempo se vuelve mas critica la situacién provocando un deterioro
de los tejidos, drganos y finalmente provocando una enfermedad (Lima, 2005, pp.3-5).

Estas enfermedades son el resultado de un desequilibrio interno a nivel de las especies reactivas
de oxigeno y antioxidantes. Los sistemas de defensa propios del organismo no solo son los
antioxidantes, si no también enzimas que van a eliminar o a su vez separar las moléculas que han
sufrido una oxidacién, el principal complejo enzimatico estad compuesto por 4 enzimas que son
de relevancia estas son superoxido dismutasa, glutation reductasa, glutation catalasa y glutation

peroxidasa (Lima, 2005, pp.3-6).
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1.3. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que retardan o inhiben la oxidacion de los sustratos que son
susceptibles a las especies reactivas de oxigeno, es asi como pueden existir antioxidantes que son
ex0genos (Lima, 2005, pp.3-5).

Los antioxidantes exdgenos pueden ser tomados por la dieta y son los mas importantes, siempre
y cuando el individuo tenga una dieta saludable, la concentracion de los antioxidantes va a
depender de cada persona, recalcando que si la dieta es balanceada va a existir una gran cantidad
de antioxidantes (Lima, 2005, pp.3-5).

Las reacciones de autooxidacion provocan en el aceite la aparicion de aromas desagradables, esto
hablando en el aspecto organoléptico pero también causa una disminucion de la calidad
nutricional que provee dicho aceite (Lima, 2005, pp.3-5).

En la industria alimentaria se busca métodos como el empleo de atmdsferas inertes para minimizar
que el aceite se encuentre en contacto con el oxigeno, al igual se busca emplear bajas temperaturas
de esta forma disminuir las reacciones que se encuentran inmersas e inactivar las enzimas que

pueden catalizar tanto la oxidacidn e inhibir a los antioxidantes (Losada, 2013, pp.24-25).

1.3.1. Caracteristicas de los antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia la cual a bajas concentraciones en relacidn con el sustrato puede

actuar reduciendo, previniendo o eliminando la oxidacion que se puede presentar en los aceites.

Para que un antioxidante cumpla con los criterios debe tener las siguientes caracteristicas (Losada,

2013, pp.25-26).

e Seguro.

e Efectivo al colocar una concentracién baja.

e Inocuo.

e Estable frente a métodos de procesamiento a los que se puede someter un alimento

e No cambiar el color, olor y sabor del aceite, esto puede ser desagradable al momento de
consumirlo.

e El costo no debe de ser relevado porque esto generara que el producto eleve su precio (Losada,
2013, pp.25-26).

1.3.2. Importancia

Uno de los métodos més econdmicos y eficaces para evitar la autooxidacion es el uso de
antioxidantes trayendo al aceite ventajas principalmente si se hace empleo de antioxidantes de

origen natural estos traen varios beneficios como son los siguientes (Losada, 2013, pp.26-27).
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e Mantener la calidad nutricional en los aceites y alimentos, evitando la oxidacion que se da a
nivel de los &cidos grasos insaturados que presentan los aceites, vitaminas liposolubles y
algunos aminodcidos.

e Mejorar las caracteristicas organolépticas de los alimentos, debido a que la oxidacion puede
provocar en el aceite que se produzcan olores desagradables, decoloraciones, enranciamiento
del aceite y malos sabores.

e Lo mas esencial es buscar que no se generen problemas toxicolégicos en el consumidor,
debido a las reacciones de oxidacion lipidica y estas pueden llegar a provocar dafios a nivel
de los tejidos y 6rganos, finalmente generando una enfermedad que a la larga puede provocar

inclusive la muerte (Losada, 2013, pp.26-27).

1.3.3. Mecanismo

Los antioxidantes previenen o retardan la oxidacion que se puede dar a nivel de los aceites y
grasas, en los aceites comestibles se encuentran los electrones apareados a nivel de los orbitales
como se observa en la Figura 7-1. en el inciso A (Alomar, 2007, pp.6-7).

Los electrones se pueden ver afectados por diversos factores como luz, aire y temperaturas
elevadas esto se observa en el inciso B, ya que provoca la formacion de radicales libres,

perdiéndose un electrén y quedando un compuesto inestable como son los radicales libres
(Coronado et al., 2015, pp.207-208).
En el inciso C se puede observar la presencia de un antioxidante el cual es un donante de

electrones, este va a donar un electron hacia el radical libre y de esta manera el antioxidante al ser
un donador del electrdn se oxida, mientras que el compuesto que se encuentra en el aceite se va a
reducir, debido a que gana un electrén y de esta manera forma una molécula estable como se
observa en el inciso D (Coronado et al., 2015, pp.207-208).

La regeneracion del antioxidante se da gracias a la presencia de otro antioxidante el cual dona un
electron como se muestra en el inciso E, es asi como se estabiliza el antioxidante todo esto se

produce hasta que no se termine el reductor (Coronado et al., 2015, pp.207-208).
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Figura 7-1. Mecanismo de los antioxidantes sobre aceites comestibles.

Fuente: (Coronado et al., 2015, pp.207-208).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

1.3.4. Antioxidantes sintéticos

Estos son conocidos también como antioxidantes primarios, tienen la capacidad de ceder tomos
de hidrogeno a los radicales libres formados durante el proceso de oxidacién, convirtiendo asi
moléculas mas estables electrénicamente y de esta manera se detiene a la oxidacién que se puede
dar a nivel de los aceites (Vargas, 2009, pp.30-31).

Los antioxidantes sintéticos son utilizados para la fabricacién de alimentos, farmacos vy
cosmeéticos, estos han sido ampliamente usados debido a su efecto de larga duracion y estabilidad,
pero en la industria alimentaria provoca una cierta preocupacion por la seguridad que pueden
otorgar estos antioxidantes y la factibilidad de ser remplazados por antioxidantes de origen natural

(Vargas, 2009, pp.30-31).
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Los antioxidantes mas utilizados son butilhidroxianisol BHA, butilhidroxitolueno BHT,
terbutilhidroxiquinona TBHQ y esteres de &cido galico (Labotatorios Vitafor SRL, 2005, p.3).

e Butilhidroxianisol

Este antioxidante contiene un anillo aromatico conjugado el cual tiene la capacidad de estabilizar
alos radicales libres, el butil hidroxianisol es una mezcla de dos isomeros (3-terbutil-hidroxianisol
y 2-terbutil-hidroxianisol), siendo que predomina en un 90% el 3-terbutil-hidroxianisol, es

insoluble en agua fria pero soluble en parafinas, propilenglicol y aceites de origen vegetal (Vargas,
2009, pp.31-32).

e Butilhidroxitolueno

Proviene de la industria petrolifera, es un polvo cristalino de color blanco es insoluble en agua
fria y propilenglicol pero soluble para parafinas, aceites y alcoholes como el etanol, es bastante

usado para la conservacion de la oxidacion de grasas (Vargas, 2009, pp.32-33).

e Ter-butilhidroxiquinona.

Es un s6lido de color blanco y cristalino con una elevada capacidad antioxidante para la mayor

parte de aceites vegetales, pero su uso no se encuentra aprobado por la Union Europea (Vargas,
2009, pp.32-33).

e Esteres de 4cido galico

Es un antioxidante qué tiene un alto potencial, pero su uso es limitado debido a que sensible a
calor y puede unirse al hierro, si se desea utilizar este antioxidante se debe realizarlo con el acido

citrico porque asi se lograra quelar el hierro (Vargas, 2009, pp.31-32).

1.3.5. Antioxidantes naturales

El uso de antioxidantes sintéticos ha llamado la atencion de los consumidores, ya que no se tiene
la certeza si proporciona una seguridad alimentaria, por tal motivo se ha buscado aprovechar
obteniendo nuevos antioxidantes provenientes de fuentes naturales, estos puedan ser

reemplazados a los antioxidantes de origen sintético (Vargas, 2009, p.33).
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Los antioxidantes secundarios 0 naturales que tienen un mayor uso ya sea en la industria

alimentaria o farmacéutica son el acido ascérbico, tocoferoles o los beta-carotenos (Vargas, 2009,
pp.33-34).

e Acido ascorhico

Conocido también como vitamina C es un antioxidante de origen natural soluble en agua,
adquirido por medio de la dieta en frutas (kiwi, naranja, fresas, entre otros) y en vegetales (brdcoli,

espinacas, tomate rifion, entre otros) (Lima, 2005, pp.5-6).

e Tocoferoles

Es un antioxidante soluble en medios apolares, la vitamina E es un antioxidante natural el cual se
puede obtener a partir de aceites (girasol, soya, oliva, almendras, entre otros) y de alimentos de

uso diario como son los huevos, leche y mantequillas (Lima, 2005, pp.5-6).

e Carotenoides

Este antioxidante de origen natural proviene principalmente de la zanahoria, espinaca, calabaza y
pimientos, pueden sufrir dafios al mantenerse en calor, por tal motivo se recomienda que los
vegetales que poseen este antioxidante no sean cocinados a elevadas temperaturas, estos

antioxidantes son solubles en grasas pero no en medios acuosos (Lima, 2005, pp.5-6).

1.3.6. Antioxidantes y su relacion con la salud

La presencia de radicales libres puede producir en el organismo del ser humano enfermedades

como el cancer, problemas neuroldgicos, cardiovasculares y respiratorios, aterosclerosis.
(Coronado et al., 2015, pp.209-210).
Los antioxidantes que son consumidos en la dieta diaria (origen natural o primario) son

transportados en el organismo por medio de las lipoproteinas de baja densidad LDL, es asi que
los tocoferoles (Vitamina E) permiten reducir los procesos de oxidacion. (Calixto, 2017, pp.188-189).
Los antioxidantes pueden reducir los radicales libres que se forman y son los responsables de
provocar cancer, los radicales libres incrementa la mutacion en la division celular dandose un

mayor riesgo de provocar cancer (Velamazan, 2005, pp.422-423).
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El cancer de pulmon esta relacionado por el uso del consumo de tabaco, pero esto puede
protegerse por medio del consumo de alimentos antioxidantes en especial el &cido ascorbico que
tiene la capacidad de inhibir la nitrosacién causado por el éxido nitrico (NO), esto es liberado en
altas cantidades cuando una persona sufre un proceso inflamatorio (Velamazan, 2005, pp.422-423).

A nivel inmunoldgico se presenta una oxidacion en los linfocitos T y B, Células Natural Killer
NK pero el uso de antioxidantes puede frenar este proceso de oxidacién, aumentando la vida
media de los linfocitos, ya que retardan la involucion a nivel del timo (Velamazan, 2005, pp.422-423).
El peroxinitrilo es un agente causal de producir dafios neurolégicos como son los accidentes
cerebro vasculares, ademas la presencia de radicales esta relacionada con enfermedades como la

esclerosis lateral amiotrdfica (Velamazéan, 2005, pp.422-423).

1.4.  Puntos criticos de oxidacion durante la extraccion del aceite refinado de girasol

El aceite de girasol puede subir un proceso de oxidacion en diversos puntos criticos PC que se
dan a nivel del proceso de extraccion del aceite, para prevenir esta oxidacion se ha buscado como

alternativa obtener un antioxidante natural que no afecte a la composicién del aceite ni a sus

caracteristicas organolépticas.
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Figura 8-1. Puntos criticos de oxidacion durante la extraccion del aceite refinado de girasol.

Fuente: (Guerrero, 2016, p.11).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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1.5. Actividad antioxidante del romero sobre aceites comestibles

El extracto de romero contiene compuestos que son antioxidantes como el acido carndsico,
carnosol, rosmanol entre otros, estos no dan al alimento un olor ni sabor desagradable y otorgan
una capacidad antioxidante sobre los alimentos (Vargas, 2009, pp.35-36).

Puede ser utilizado en la industria alimentaria no s6lo para los aceites comestibles sino para
mayonesa, pollo, salsas, entre otros. El romero tiene una capacidad antioxidante, buena resistencia

térmica y una actividad antimicrobiana (Vargas, 2009, pp.35-36).

1.6.  Métodos de extraccion

1.6.1. Maceracion

Uno de los procesos de extraccion sélido-liquido que se encuentra implicado en varios procesos
tecnoldgicos en la industria quimica y farmacéutica es la maceracion, la maceracion es una
operacion unitaria que se basa en la solubilidad que posee la materia sobre el medio liquido con
el que se desea realizar la extraccion (Erkan et al., 2008, pp.78-79).

1.7. Meétodos para determinar el grado de oxidacion

1.7.1. indice de peroxido

El indice de peréxido es un método que se basa en la capacidad que tienen los peroxidos de oxidar

los iones de yoduro de potasio Kl y producir yodo el cual va a ser valorado con tiosulfato en

presencia de un indicador como es la solucién de almidon (Comesaia et al., 2017, p.11).

R R
_ 0, R
R - >_r\— >—L
0—0 R HO ~0 R

Acido graso
insaturado Peronido Hidroperoxido

Figura 9-1. Formacion de hidroperdxidos en aceites.
Fuente: (Comesafa et al., 2017, p.11).
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1.7.1.1. NTE INEN 277:1978

El indice de perdxido es el nimero de miliequivalentes de oxigeno que se encuentra presente por
kilogramo de muestra, en esta normativa se valora la cantidad de yodo liberado en la muestra con

una solucion de tiosulfato de sodio (NTE INEN 277, 1978, pp.1-3).

1.7.1.2. NTE INEN-ISO 3960:2013

Para determinar el indice de peroxido la muestra de aceite se disuelve en isooctano y &cido acético
glacial, a esto se le afiade ioduro potéasico, el iodo liberado por los peroxidos se determina
iodométricamente con la solucién de tiosulfato sodico, utilizando como indicador almidén, el

punto de equivalencia se determina iodométricamente (NTE INEN-ISO 3960, 2013, pp.1-3).
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Lugar de la Investigacion

La investigacion se realizé en los laboratorios de Bromatologia y Bioquimica de la Facultad de

Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2.  Tipoy disefio de investigacion

El disefio del estudio se ajusta a una investigacion de tipo experimental, al determinar la actividad
antioxidante del extracto etandlico disefiado de romero (Rosmarinus officinalis L.) sobre muestras
de aceite comestible comercial premeditadamente oxidado, utilizando un método analitico que
genera resultados cuantitativos y prospectivos, debido a que los datos derivan de una observacion

directa a los hechos segun los avances de la investigacion.

2.3. Poblacion de estudio

Para el desarrollo de este estudio se obtuvieron hojas de romero (Rosmarinus officinalis L.) en
cantidades suficientes del centro comercial “LA CONDAMINE”, el aceite de girasol comestible
(Helianthus annuus) se consiguio en el supermercado “SUPERMAXI”, de la marca “Aceite de
girasol” producido por la empresa la “LA FABRIL” en cantidad suficiente para asegurar

disponibilidad y mismas caracteristicas.

2.4. Tamafo de muestra

Se utilizaran 100g de hojas de romero (Rosmarinus officinalis L.) previamente acondicionadas y
divididas en cantidades de 100g. La cantidad de aceite de girasol comestible comercial
corresponde a 1000mL dividido de alicuotas de 100mL, usando un muestreo aleatorio simple y
considerando una muestra representativa tanto de hojas de romero como de aceite de girasol

comestible.
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2.5. Seleccidn de la muestra

2.5.1. Hojas de romero

El romero corresponde a la especie Rosmarinus officinalis L. perteneciente a la familia Lamiaceae

localizada ampliamente dentro del Ecuador principalmente en zonas andinas, al igual que en

jardines, campos agricolas y matorrales.

Para la recoleccion del material vegetal se tomaran en cuenta los siguientes criterios:

25.1.1. Criterios de inclusion

Hojas de romero Rosmarinus officinalis L. con superficies integras.

2.5.1.2. Criterios de exclusion

Aquellas hojas con dafios por accién de animales o insectos, ejemplares que presenten deterioro

por factores ambientales, proceso de descomposicidn o contaminacion.

2.5.2. Aceite

El aceite de girasol comestible comercial, de la marca “Aceite de girasol” de la empresa “LA
FABRIL”.

2.5.2.1. Criterios de inclusion

En el estudio se considera experimentalmente a las muestras de aceite de girasol comestible

comercial sellado como un sustituto referencial de un aceite crudo antes de proceso de refinacion.
Este aceite debe guardar experimentalmente para representatividad de resultados caracteristicas

similares como: mismo lote, hora de envasado, fecha de elaboracion, fecha de vencimiento,

cabezal de dispensacion.
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2.5.2.2. Criterios de exclusion

Muestras de aceite comercial que no presenten un mismo lote, fecha de elaboracion, fecha de
vencimiento, cabezal de dispensacion, hora de envasado, conservacion adecuada frente a la luz,
aire o un sellado de fébrica.

2.6.  Hipotesis general

El extracto etandlico disefiado de romero (Rosmarinus officinalis L.) muestra actividad

antioxidante sobre el aceite de girasol comestible a diferentes tiempos.

2.6.1. Hipotesis nula

e El extracto etandlico disefiado de romero no muestra actividad antioxidante sobre el aceite de

girasol comestible a diferentes tiempos.

2.6.2. Hipotesis alternativa

e El extracto etandlico disefiado de romero si muestra actividad antioxidante sobre el aceite de

girasol comestible a diferentes tiempos.

2.7. ldentificacidon general de variables

Variable dependiente: Efecto antioxidante (indice de peroxido).

Variable independiente: Factores oxidantes (tiempo de exposicion oxidativa).
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2.8. Factores experimentales de estudio

Tabla 1-2: Factores de estudio.

FACTOR DESCRIPCION DEL FACTOR DESCRIPCION DEL NIVEL NIVEL
L . Concentracion de extracto
Extracto etandlico disefiado de hojas de o
A ) . etandlico disefiado de romero ao
romero con aceite comestible. )
en aceite
. L o 4 dias. b1
Tiempo de exposicion oxidativa del 3
B . ) 9 dias. b2
aceite comestible. i
15 dias. bs
C Aceite comestible no oxidado (testigo). 0 dias. Co

Realizado por: Naranjo, A; Insuasti, G. 2021.

Tabla 2-2: Tratamientos de oxidacion.

TRATAMIENTOS COMBINACION DE NIVELES. VARIABLE DEPENDIENTE.
To Co PVo
T1 aoh PV1
T ao b2 PV
Ts ao bs PV3

ao= Extracto etandlico disefiado de hojas de romero con aceite comestible de girasol.

Co= Aceite comestible no oxidado (testigo).

b(n)= dias de exposicion oxidativa del aceite comestible.

PV= indice de perdxido.

T= Tratamiento

Realizado por: Naranjo, A; Insuasti, G. 2021.
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2.9. Parte Experimental

El ensayo oxidativo del aceite de girasol comestible que simula un aceite crudo se realizd con un
extracto etanolico disefiado de romero a dos concentraciones que son identificadas como baja
concentracion (Bc) y alta concentracion (Ac).

El ensayo de oxidacién premeditado del aceite de girasol comestible a 3 tiempos se realiz6
comparativamente con dos estados del aceite de girasol comestible, uno protegido con el extracto

etandlico disefiado de romero y otro el aceite fresco de girasol comestible sellado.

2.6.1. Recoleccion, seleccion y preparacion de las hojas de romero

Se recolectan hojas de romero Rosmarinus officinalis L. del centro comercial LA CONDAMINE,
se procede a lavar con agua corriente, buscando evitando la proliferacion de algun tipo de insecto
0 microorganismo, luego de esto las hojas deberan ser suspendidas en el aire durante un mes y

luego proceder a deprender las hojas del tallo correspondiente.

Una vez que las hojas de romero han sido desprendidas del tallo seleccionar con base a los
criterios de inclusion y exclusion mencionados en el presente trabajo “inciso 2.5.1 Hojas de

romero”, estas deben estar en buenas condiciones y que no afecten la elaboracion del extracto.
Una vez que las hojas se seleccionan se procede a prepararlas para elaborar el extracto etanélico

triturdndolas con la ayuda de un mortero hasta un tamafio de 1+0,5cm y posterior a esto

conservarlas en fundas ziplocs.
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Recolectar {

Lavado y escurrido \ {

g 1 "l‘ "‘ *
’iw%/ /A "/ﬁ' &t “ Secar {
X Il : i
[ ]

:
[ ]

- €

Las ramas con las hojas de romero

Limpieza con agua corriente y
escurrido inmediato
Sin afiadir detergentes ni limpiadores

Secado: Suspension en el aire
y oscuridad
Tiempo: 1 mes

Desprender las hojas del tallo
Seleccionar las mejores hojas sin dafios
Excluir las hojas con dafios o en
descomposicion

Tamafio: 1£0,5cm

“ Almacenar { Conservar: Funda ziploc

Figura 1-2. Recoleccién, seleccion y preparacién de pulverizado de hojas de

romero.
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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2.6.2. Disefio del extracto etanodlico (extracto etandlico disefiado de romero)

Durante este estudio se disefio dos extractos etandlicos de hojas de romero, identificAndolos: uno
versién de baja concentracion y otro como versién de alta concentracion. Es importante
mencionar que el extracto de alta concentracion debera tener mayor cantidad de hojas de romero
respecto a la version de baja concentracién con la finalidad experimentalmente asegurar de
manera mas diferenciada el efecto antioxidante que se busca hipotéticamente definir.

En base a los resultados obtenidos durante el estudio se establecera el extracto que otorgue una

mayor capacidad antioxidante sobre el aceite de girasol comestible.

2.6.2.1. Extracto etandlico disefiado de romero, version baja concentracion

Metodoldgicamente en el disefio del extracto se contempla realizar operaciones unitarias sobre
100g de hojas de romero iniciales, estas son: agitacion, filtracion, y por tres ocasiones
enriquecimiento de concentracion del extracto filtrado, maceracion, filtracion de la maceracion y
finalmente concentracién del extracto final y almacenamiento. Donde cada operacion unitaria
debera ser estandarizada procedimentalmente para cuando se requiera replicar el trabajo en igual

escala 0 a mayor escala.

2.6.2.2. Extracto etanolico disefiado de romero, version alta concentracion

Metodolbgicamente en el disefio del extracto se contempla realizar operaciones unitarias sobre
100g de hojas de romero iniciales, estas son: agitacion, filtracién, y por cinco ocasiones
enriquecimiento de concentracion del extracto filtrado, maceracidn, filtracion de la maceracién y
finalmente concentracién del extracto final y almacenamiento. Donde cada operacion unitaria
debera ser estandarizada procedimentalmente para cuando se requiera replicar el trabajo en igual

escala 0 a mayor escala.

2.6.3. Tratamiento comun para la oxidacion premeditado de aceite de girasol con el extracto

etandlico disefiado de romero de versiones baja y alta concentracion

El efecto antioxidante del extracto etandlico disefiado de romero de baja concentracién se lo
definira en base a los factores de estudio y los tratamientos que se detallan a continuacion,
realizando mediciones del indice de perdxido como indicador a nueve tiempos diferentes, aparte
del testigo (dia 0). Se acompafara el estudio de manera adjunta un aceite de girasol comestible

premeditadamente oxidado y referencialmente un testigo de aceite de girasol comestible sellado.
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Tabla 3-2: Factores de estudio.

FACTOR DESCRIPCION DEL FACTOR DESCRIPCION DEL NIVEL NIVEL
L . Concentracion de extracto
Extracto etandlico disefiado de hojas de o
A . . etanolico disefiado de romero ao
romero con aceite comestible. .
en aceite
. ., L 4 dias. b1
Tiempo de exposicion oxidativa del 3
B . ) 9 dias. b2
aceite comestible. i
15 dias. bs
C Aceite comestible no oxidado (testigo). 0 dias. Co
Realizado por: Naranjo, A; Insuasti, G. 2021.
Tabla 4-2: Tratamientos de oxidacion.
TRATAMIENTOS COMBINACION DE NIVELES. VARIABLE DEPENDIENTE.
To Co PVo
T: ao b1 PV1
T ao b2 PV-
T3 ao bs PV3

ao= Extracto etandlico disefiado de hojas de romero con aceite comestible de girasol.

Co= Aceite comestible no oxidado (testigo).

b(n)= dias de exposicion oxidativa del aceite comestible.

PV= indice de per6xido.
T= Tratamiento.

Realizado por: Naranjo, A; Insuasti, G. 2021.
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2.6.3.1.

Tratamiento para la oxidacion premeditada del aceite de girasol y valoracion del
efecto antioxidante del extracto etandlico disefiado de romero de baja y alta

concentracion

Testigo (Tomar una muestra
diferente para medir su PV inicial)

S _
Tomar 100mL . Aceite sellado
' ' de aceite para su e Aceite que cumpla los criterios de

oxidacién inclusion
e  Testigo (Tomar una muestra diferente
para medir el PV inicial)

Afadir 10mL de i
extracto etandlico . Agitar el extracto antes de tomar los

disefiado de romero mL requeridos

Adi e  Tiempo de agitacion: 2min
glt-ar.- » e Agitacion a una misma hora cada dia
“ (asegurar distribucién e En presencia de luz asegurando la

uniforme del extracto) misma intensidad de ella (tarde)
- . Fuerza de agitacion constante

. En un mismo lugar
. Sobre una superficie plana
0 En presencia de luz y oxigeno

Deja reposar 12
horas

. N . Tiempo de agitacién: 2min
Repetir la agitacion L . P
cada 24 horas hasta el . Agitacién a una misma hora cada dia
final del proceso e En presencia de luz asegurando la
oxidativo misma intensidad de luz (tarde)
. Fuerza de agitacion constante

. Medir el PV los dias: 0, 4,9y 15
“ Medir el PV . Norma NTE INEN 277:1978

Figura 2-2. Determinacién del efecto antioxidante del aceite de girasol

comestible premeditadamente oxidado.
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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2.6.3.2. Tratamiento para la oxidacion premeditada del aceite de girasol y valoracion del

efecto antioxidante sin el extracto etanolico

El procedimiento para la oxidacion del aceite de girasol sellado es similar al que consta en la
Figura 2-2, sin la adicion del extracto de hojas de romero.

2.6.4. Evaluacion del efecto antioxidante con la prueba del indice de peréxido (Norma NTE
INEN 277:1978)

Definicion: El indice de peroxido mide el estado de oxidacién de un aceite indicando los
miliequivalentes de oxigeno de forma de peréxido presentes en una muestra por kilogramos de
grasa o aceite (Clayton, 1987, p.1).

Fundamento: El indice de peréxido es un método que se basa en la capacidad que tienen los

peroxidos de oxidar los iones yoduro del yoduro de potasio y producir yodo el cual va a ser

valorado con tiosulfato en presencia de un indicador de almidon. (Comesafia et al., 2017, p.11-12).
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2.6.4.1. Determinacion del indice de perdxido (Norma NTE INEN 277:1978)

Pesar 1,25g de
aceite

R+ TAG
Afiadir 7,5mL de una . Agitar durante 2min
solucion de acido e Fuerza: constante

acético glacial:
cloroformo 3:2 VIV

R+ TAG + CH3COOH:CHCl3 ----- >Disolver

Afiadir 0,125mL de e Agitar durante 3min
solucion saturada de Oscuridad

yoduro de potasio
. Fuerza: constante

R+ 1K e >10 ORC

OXIDANTE

Afiadir 7,5mL de agua
destilada

<— Agua Destilada
<— Cloroformo: Acido Acético

~
Afadir 0,125mL de
solucion indicadora de
almidén
J
I, + Almidon ----- > color azul
R
] . Solucion titulante: Tiosulfato de sodio. 0,1 N
Titular . Volumen: hasta desaparecer el color azul.
J 0 Agitacién constante.
I2 + 2 NazS:03 Alnll-q?p> Na2S40 + 2 Nal
Yodo molecular Tiosulfato de Na Tetrationato de Na  Yoduro de Na

Medir el volumen de

. . . Medir el volumen en mililitros
tiosulfato consumido

Realizar los

calculos . Usando la formula del PV

Figura 3-2. Determinacién de la prueba del indice de perdxido.

Fuente: (NTE INEN 26, 1973, p. 2).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Para calcular el indice de perdxido se debe considerar la siguiente formula:

PV(meq O, / Kg de aceite)= ——x1000

Donde:

PV= indice de perdxido

MeqO./Kg de aceite= miliequivalente de oxigeno por cada Kg de aceite
V= volumen de tiosulfato de sodio agregado a la muestra de aceite (mL)
N=normalidad del tiosulfato de sodio (0,01N)

m= masa de la muestra de aceite (g)
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2.6.5. Materiales, equipos y reactivos

Materiales

Balon de aforo 250mL

Balon esmerilado

Buretas de 25mL

Embudo simple mediano
Envase &mbar

Espatula

Matraz Erlenmeyer 250mL
Mortero con pistilo

Papel aluminio

Papel filtro

Pera de succion

Pinzas para bureta

Pipetas gravimétricas 5mL
Pipetas gravimétricas 1mL
Probeta 100mL

Soporte de buretas

Vaso de precipitacion 100mL
Vaso de precipitacién 250mL
Varilla de agitacion

Vidrio reloj

Equipos

Agitador Magnético
Balanza Analitica
Desecador
Rotavapor

Sorbona
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Reactivos

e Acido acético glacial

e Agua destilada

e Cloroformo

e Etanol 96%

e Solucion indicadora de almiddon

e Tiosulfato de sodio pentahidratado 0,1N

e Yoduro de potasio
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CAPITULO 1l

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

3.6. Recoleccion, seleccion y preparacion de hojas pulverizadas de romero

Durante la recoleccion de la planta de romero se escogieron las mejores especies, encontrandose
estas en buen estado para previamente pasar por un proceso de limpieza, pero la planta tiene la
cualidad de ser resistente a lugares desérticos, por tal motivo todas las platas de romero ocupadas
para este estudio se encontraban en buen estado lo que facilitd su limpieza y secado.

El proceso de secado de la planta de romero no sufrid ninguna proliferacién de hongos y
emanando un olor caracteristico al romero en todo el tiempo de su secado, ademas se deprendid
facilmente del tallo, lo que permitié que se pueda seleccionar las hojas, encontrandose el 100%
de ellas en excelentes condiciones.

Durante la preparacion de las muestras de hojas de romero se redujo el tamafio de particula, para
conseguir una mayor superficie de contacto con el etanol y por consiguiente una maceracion mas
eficiente asegurando que el romero pulverizado presente los principios activos en su forma mas
nativa.

Es asi que la recoleccidn, seleccion, y preparacion no afecta sobre la actividad antioxidante que
otorga el romero, ademas el almacenamiento en excelentes condiciones (sin la presencia de

humedad y luz) y que pueda ser usado en cualquier momento durante el desarrollo de este estudio.

3.7. Disefo del extracto etandlico (extracto etandlico disefiado de romero)

3.7.1. Extracto etandlico disefiado de romero, version baja concentracion

e Agitacién

Colocar 100 gramos de hojas de romero en un matraz Erlenmeyer y afiadir 500mL de etanol 96%,

después llevar al agitador magnético durante 4 horas a temperatura ambiente a una velocidad de
200RPM y sin calor.
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e Filtracion

Filtrar la muestra haciendo uso de papel filtro en un embudo simple para eliminar los restos de
las hojas que se encontraron en el extracto sin afiadir cantidad alguna de solvente (V:
aproximadamente 380mL).

e Enriquecimiento de concentracion del extracto filtrado

Pesar 100 gramos de un extra de hojas de romero trituradas para adicionar al extracto filtrado

anteriormente (V1 aproximadamente 380mL).

e Maceracion

Adicionar los 100gramos de hojas de romero secas en un frasco ambar al extracto filtrado (V1
aproximadamente 380mL.), cerrar el envase y dejar macerar durante 2 dias a una temperatura de

3 a 5°C, evitando el contacto con la luz.

e Filtracion de la maceracion

Filtrar la muestra macerada después de los dos dias haciendo uso de papel filtro en un embudo
simple para eliminar los restos del material vegetal sin adicionar algin volumen extra de solvente
(V2).

Repetir los pasos anteriores de enriquecimiento de concentracion del extracto filtrado, maceracion
y filtracion de la maceracién. Este proceso debe realizarse unicamente 2 veces méas sobre los
filtrados (V3; Va)

e Concentracién del extracto final (V)

El fiel cumplimiento del procedimiento descrito en 3.2.1., genera un filtrado de volumen (V4)
aproximado de 212mL. Para concentrar los compuestos antioxidante presentes en el extracto, este
volumen debe evaporarse el etanol en un rotavapor BUCHI SWITZERLAND (Heating Bath B-
300 Base) hasta aproximadamente la tercera parte del volumen del extracto etandlico V.
(temperatura méaxima 40°C al vacio), durante 15min y obteniendo un extracto etandlico de romero
final de 95mL.
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e Almacenamiento.
Almacenar en frasco &mbar herméticamente cerrado a una temperatura de 3 a 5°C, evitando

contacto con la luz hasta el momento que se considere utilizarlo como un antioxidante de un aceite

comestible segun el procedimiento que se detalla.
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e  Agitador Magnético

. 100g de romero triturado
para 500mL de etanol 96%

e  Tiempo: 4 horas.

e  Velocidad: 200 RPM

e  Temperatura: ambiente.

e  Sincalor.

Agitacion

~ e  Embudo simple

. Sin afiadir cantidad alguna de
Filtracion solvente

e V= 380mL aproximadamente

Enriquecimiento del triturado al _ fl_lfrado
extracto filtrado resultante de la agitacion V;
(agitar)

{ N e  Afadir 100g de romero

. Frasco ambar

. Cerrar el envase Repetir 2
e  Tiempo: 2 dias Veces
mas

“ Maceracion e  Agitar cada dia por 2min
. Temperatura: 3 a5°C
. Evitar el contacto a la luz

o R i e  Embudo simple
i Filtracién la maceracién L .
/\ . Sin afadir cantidad alguna

de solvente

. V4= 212mL aproximadamente

. Evaporacién: Rotavapor hasta
aproximadamente la tercera parte del
volumen V4

e  Temperatura: max. 40°C al vacié

. Tiempo: 15 min.

. Volumen de extracto madre final =
95mL aproximadamente

Concentracion del
extracto final V,

. Frasco ambar

. Cerrado herméticamente

. Temperatura: 3-5°C

. Se debe evitar el contacto a la
luz hasta el momento de su uso

Almacenamiento

Figura 1-3. Esquema general de elaboracion del extracto etandlico disefiado de

romero de (Bc).

Fuente: (Erkan et al., 2008, pp.78).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Cuantitativamente el proceso disefiado gener6 finalmente 95mL de extracto etandlico de romero
catalogado como de baja concentracion (concentracion madre) a partir de 400g de romero. Para
el tratamiento se tomo una alicuota de volumen de extracto madre de 1mL para cada 10mL de
aceite de girasol comestible (1:10), proporcidon que experimentalmente muestra una buena
distribucion (extracto: aceite).

El presente procedimiento propuesto como resultado genera un extracto que manifiesta capacidad
antioxidante no muy diferenciada, respaldada en base a los resultados del efecto antioxidante que
constan en el numeral 3.4.1. Evaluacion del efecto antioxidante con la prueba del indice de
peréxido del extracto etandlico disefiado de romero de baja concentracion. Esta particularidad
motivé replicar el procedimiento con mayor cantidad de hojas de romero y un mayor nimero de
maceraciones, procedimiento que lo denominamos como extracto etanélico disefiado de romero,

version alta concentracion.

3.7.2. Extracto etandlico disefiado de romero, version alta concentracion

El proceso de obtencion del extracto etandlico disefiado de romero de alta concentracién es
idéntico al descrito en el numeral 3.2.1. que corresponde al Extracto etandlico disefiado de
romero, version baja concentracién, con la diferencia que en total se adicioné 600gramos de
romero y se realizd un total de 5 maceraciones.

Este procedimiento se describe abreviadamente a continuacion

e Agitacién

Ver: 3.2.1. Extracto etanolico disefiado de romero, version baja concentracién; inciso:

“Agitacion”.

e Filtracion

Ver: 3.2.1. Extracto etandlico disefiado de romero, version baja concentracién; inciso:

“Filtracién”.
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e Enriquecimiento de concentracion del extracto filtrado

Ver: 3.2.1. Extracto etandlico disefiado de romero, version baja concentracion; inciso:

“Enriquecimiento de concentracion del extracto filtrado”.

e Maceracion

Ver: 3.2.1. Extracto etandlico disefiado de romero, version baja concentracién; inciso:
“Maceracion”.

e Filtracion de la maceracion

Ver: 3.2.1. Extracto etandlico disefiado de romero, version baja concentracion; inciso:

“Filtracion de la maceracion”.

Repetir los pasos anteriores de enriquecimiento de concentracion del extracto filtrado, maceracion
y filtracion de la maceracion. Este proceso debe realizarse Unicamente 4 veces mas sobre los
filtrados (Vs; V4; Vs; Vo).

e Concentracién del extracto final (Vs)

El fiel cumplimiento del procedimiento descrito en 3.2.2., genera un filtrado de volumen (Ve)
aproximado de 98mL. Para concentrar los compuestos antioxidante presentes en el extracto, este
volumen debe evaporarse el etanol en un rotavapor BUCHI SWITZERLAND (Heating Bath B-
300 Base), hasta aproximadamente la tercera parte del volumen del extracto etandlico Vs
(temperatura maxima 40°C al vacio), durante 15min y obteniendo un extracto etandlico de romero
final de 43mL.

e Almacenamiento.

Ver: 3.2.1. Extracto etandlico disefiado de romero, version baja concentracién; inciso:

“Almacenamiento”.
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e  Agitador Magnético

. 100g de romero triturado
para 500mL de etanol 96%

e  Tiempo: 4 horas.

e  Velocidad: 200 RPM

e  Temperatura: ambiente.

e  Sincalor.

Agitacion

~ e  Embudo simple

. Sin afiadir cantidad alguna de
Filtracion solvente

e V= 380mL aproximadamente

Enriquecimiento del triturado al _ fl_lfrado
extracto filtrado resultante de la agitacion V;
(agitar)

{ N e  Afadir 100g de romero

. Frasco ambar

. Cerrar el envase Repetir 4
e  Tiempo: 2 dias Veces
mas

“ Maceracion e  Agitar cada dia por 2min
. Temperatura: 3 a5°C
. Evitar el contacto a la luz

o R i e  Embudo simple
i Filtracién la maceracién L .
/\ . Sin afadir cantidad alguna

de solvente

. Ve= 98mL aproximadamente

. Evaporacién: Rotavapor hasta
aproximadamente la tercera parte del
volumen Vg

e  Temperatura: max. 40°C al vacié

. Tiempo: 15 min.

. Volumen de extracto madre final =
43mL aproximadamente

Concentracion del
extracto final Vg

. Frasco ambar

. Cerrado herméticamente

. Temperatura: 3-5°C

. Se debe evitar el contacto a la
luz hasta el momento de su uso

Almacenamiento

Figura 1-3. Esquema general de elaboracion del extracto etandlico disefiado de

romero de (Ac).

Fuente: (Erkan et al., 2008, pp.78).
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

67



Cuantitativamente el proceso disefiado gener6 finalmente 43mL de extracto etandlico de romero
catalogado como de alta concentracion (concentracion madre) a partir de 600g de romero. Para el
tratamiento se tomo una alicuota de volumen de extracto madre de 1mL para cada 10mL de aceite
de girasol comestible (1:10), proporcion que experimentalmente muestra una buena distribucion

(extracto: aceite).

3.8. Tratamientos para deteccion del efecto antioxidante del extracto etandlico de hojas de

romero sobre aceite comestible (version baja y alta concentracion)

Los tratamientos programados para la deteccion del efecto antioxidante se observan en la tabla

siguiente.

Tabla 1-3: Tratamientos de deteccion del efecto antioxidante del extracto etandlico disefiado de

romero de baja y alta concentracion sobre el aceite de girasol.

Concentracion indice de perdxido
Aumento % del PV que
de extracto . (meq O,/Kg)
o Tiempo de del PVeen representa % del
etanolico . . .
. tratamiento cada dia cada dia PV por
disefiado de . |
(dias) R1 R2 R3 X (meq durante todo dia
romero en 0,/Kg) el proceso
aceite (A0) 20
Aceite de
girasol
comestible A0 0
sellado
(testigo)
T2 A0 2
T3 A0 4
T4 A0 7
T5 A0 9
T6 A0 11
T7 A0 15
T8 A0 21
T9 A0 23

*Durante este estudio los tres tiempos a considerar son: 0, 4, 9 y 15 dias; los otros tiempos ayudan a observar la progresion de
oxidacion del aceite.

Realizado por: Naranjo, A. 2021.

La programacion de tratamientos que se observa en la tabla anterior, permite reunir valores
indicadores de indice de peroxido del efecto antioxidante del extracto etandlico disefiado de

romero sobre la oxidacion premeditada del aceite comestible, a los 0, 4, 9 y 15 dias.
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3.9. Evaluacion del efecto antioxidante con la prueba del indice de perdxido (Norma NTE
INEN 277:1978)

3.9.1. Evaluacion del efecto antioxidante con la prueba del indice de perdéxido del extracto

etandlico disefiado de romero de baja concentracion

A continuacion, se observa el efecto antioxidante en base al indice de per6oxido del aceite
comestible premeditadamente oxidado protegido por el extracto etandlico disefiado de romero y
del mismo aceite premeditadamente oxidado sin la proteccion del extracto etandlico disefiado de

romero, a tres tiempos diferentes aparte del dia 0 de oxidacion.

Tabla 2-3: indices de perdxido de la oxidacion premeditada del aceite de girasol comestible con

proteccion del extracto etandélico disefiado de romero de baja concentracion.

L indice de peroxido % del PV
Concentracion
meq O,/K ue
de extracto _ (meq Oz/Kg) a
. Tiempo de Aumento del representa | % del
etandlico . i .
. tratamiento PV en cada dia cada dia PV por
disefiado de (dics) (meg 04/Kg) durant df
fas o me urante ia
romero en R1 R2 R3 X 475
. todo el
aceite (A0)
proceso
Aceite de
girasol
comestible A0 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
sellado
(testigo)
T2 A0 2 4,00 | 4,00 | 4,00 4,00 4,00 3,09 10,71
T3 A0 4 4,00 | 4,00 @ 4,00 4,00 0,00 3,09 10,71
T4 A0 7 8,00 | 4,00 8,00 6,67 2,67 5,15 17,86
T5 A0 9 8,00 | 4,00 8,00 6,67 0,00 5,15 17,86
T6 A0 11 8,00 8,00 | 12,00 9,33 2,67 7,22 25,00
T7 A0 15 28,00 | 32,00 @ 28,00 29,33 20,00 22,68 78,57
T8 A0 17 32,00 | 32,00 | 32,00 32,00 2,67 24,74 85,71
T9 A0 23 32,00 | 40,00 | 40,00 37,33 5,33 28,87 100,00
*Durante este estudio los tres tiempos a considerar son: 0, 4, 9 y 15 dias; los otros tiempos ayudan a observar la progresién de
oxidacion del aceite.

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Tabla 3-3: indices de peroxido de la oxidacion premeditada del aceite de girasol comestible sin
proteccion del extracto etandlico disefiado de romero de baja concentracion.

indice de peroxido
) (meq O2/Kg) Aumento del % del PV que
Tiempo de % del
. PV en cada representa cada dia
tratamiento i PV por
(dics) dia durante todo el df
fas - fa
R1 R2 R3 X (meq O2/Kg) proceso
Aceite de girasol
comestible sellado 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(testigo)
T2 2 8,00 | 8,00 | 800 | 8,00 8,00 3,73 17,00
T3 4 16,00 | 16,00 | 12,00 | 14,67 6,67 6,83 31,00
T4 7 16,00 | 16,00 | 20,00 | 17,33 2,67 8,07 36,00
T5 9 16,00 | 16,00 | 20,00 | 17,33 0,00 8,07 36,00
T6 11 20,00 | 20,00 | 20,00 | 20,00 2,67 9,32 42,00
T7 15 40,00 | 40,00 | 48,00 | 42,67 22,67 19,88 89,00
T8 17 48,00 | 48,00 | 44,00 | 46,67 4,00 21,74 97,00
T9 23 48,00 | 56,00 | 40,00 | 48,00 1,33 22,36 100,00
*Durante este estudio los tres tiempos a considerar son: 0, 4, 9 y 15 dias; los otros tiempos ayudan a observar la progresion de
oxidacion del aceite.

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Gréfico 1-3. Efecto antioxidante del extracto etandlico disefiado de romero (Bc) sobre aceite

girasol premeditadamente oxidado.
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

El aceite de girasol premeditadamente oxidado, protegido con el extracto etandlico disefiado de
romero de Bc en los dias 4; 9 y 15 presenta un PV de 4,00; 6,67 y 29,33meq O./Kg
respectivamente; mientras que el aceite de girasol premeditadamente oxidado sin la proteccién
del extracto etanolico disefiado de romero de Bc, presenta valores de PV mas altos en los dias 4;
9y 15, de: 14,67; 17,33 y 42,67meq O,/Kg respectivamente, es importante mencionar que en el
dia 0 los dos aceites de girasol comestible presentan un PV de 0,00meq O./Kg, los cuales
constituyen ser testigos del efecto oxidante en el aceite tratado con extracto antioxidante de
romero y el aceite sin extracto antioxidante.

Los resultados obtenidos del PV del aceite de girasol premeditadamente oxidado sin la proteccién
del extracto etandlico de romero de Bc indican que existe una mayor oxidacion en relacién al
aceite premeditadamente oxidado con proteccion del extracto etandlico disefiado de romero de
Bc, esto indica que el extracto etandlico disefiado de romero de Bc otorga una actividad
antioxidante.

La variacion del PV del aceite de girasol premeditadamente oxidado con y sin proteccién del
extracto etanolico disefiado de romero de Bc, puede ser discutida desde el punto de vista desde el
porcentaje de proteccién que ha mostrado en los tratamientos realizados, estos porcentajes se

observan en la Tabla 4-3.
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Es importante mencionar que el 100,00% de oxidacion del aceite sin proteccion se atribuye a la
oxidacion alcanzada en 15 dia (PV 42,67meq O,/Kg), valor con el cual se procede a evaluar el
porcentaje de oxidacion en cada uno de los dias en la version de protegida con el extracto y la no
protegida con el extracto.

El porcentaje de proteccion en cada dia se obtiene por diferencia del 100,00% de oxidacion. En
el presente trabajo el referente para observar el efecto antioxidante es de 15 dias, pues no excluye
la oxidacion progresiva a mayores dias, sin embargo, en el trabajo realizado lo prioritario es
detectar el efecto antioxidante que si se ha observado hasta el dia 15 por parte del extracto

etandlico disefiado de romero de Bc.

Tabla 4-3: Comparacion (PV) del porcentaje de proteccion antioxidante del extracto etandlico

disefiado de romero (Bc) del aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado.

Aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado

Tiempo de Con extracto de romero (Bc) Sin extracto de romero (Bc)
tratamiento
(dias) o ) % de % de o . % de % de
Indice de peréxido o . Indice de peréxido o y
oxidacion. proteccion. oxidacion. proteccion.
(meq O2/Kg) ; ; (meq O2/Kg) ; .
(0-15 dias) (0-15 dias) (0-15 dias) (0-15 dias)
0 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00
4 4,00 9,37 90,63 14,67 34,38 65,62
9 6,67 15,63 84,37 17,33 40,61 59,39
15 29,33 68,74 31,26 42,67 100,00 0,00

*EI PV del dia 15 se considera como el 100% de oxidacion.

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Grafico 2-3. Comparacion del porcentaje de proteccion antioxidante del extracto etandlico

disefiado de romero (Bc) del aceite de girasol premeditadamente oxidado.
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

En los resultados observados en el Grafico 2-3 se considera una proteccion inicial del 100,00%
en el dia 0 en ambos aceites, es asi que el aceite de girasol premeditadamente oxidado protegido
con el extracto etan6lico disefiado de romero de Bc en los dias 4; 9 y 15 se observa un porcentaje
de proteccién de 90,63; 84,37 y 31,26% respectivamente; mientras que el aceite de girasol
premeditadamente oxidado sin la proteccion del extracto etanélico disefiado de romero de Bc,
comparativamente presenta una disminucién del porcentaje de proteccion, en los dias 4; 9y 15
con porcentaje de proteccién de 65,62; 59,39 y 0,00% respectivamente, es necesario mencionar
que en el estudio se ha realizado una oxidacion forzada usando luz y aire ambiental.

Finalmente se puede afirmar que el aceite con el extracto etanélico disefiado de romero de Bc, si
otorga una proteccion efectiva al aceite, al comparar con el aceite que no tiene la presencia del
extracto de etandlico disefiado de romero en los diferentes tiempos considerados, evitando de ese
modo la generacion de radicales libres. Para que el resultado del efecto antioxidante sea mas
notorio, experimentalmente motivo realizar el mismo procedimiento con un extracto etanolico
més concentrado de hojas de romero con el mismo disefio de elaboracion del extracto de baja

concentracion.
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3.9.1.1. Prueba de hipdtesis

Los indices de perdxido de la Tabla 5-3 del aceite de girasol comestible premeditadamente
oxidado protegido con el extracto etandlico disefiado de romero de baja concentracion a 3
tiempos, fueron sometidos a un andlisis de varianza ANOVA de un solo factor utilizando el
programa Excel 2019, con un disefio completamente al azar y tres repeticiones por cada dia.

A continuacion, en la siguiente tabla se encuentran resumido los indices de peréxido de los

tratamientos realizados.

Tabla 5-3: indices de peroxido de la oxidacion premeditada del aceite de girasol comestible con

proteccion del extracto etandlico disefiado de romero de baja concentracion.

TRATAMIENTOS
REPETICIONES TO (DIA 0) i : :
in extracto T1 (DIA 4) T2 (DIA9) T3 (DIA 15)
R1 0,00 4,00 8,00 28,00
R2 0,00 4,00 4,00 32,00
R3 0,00 4,00 8,00 32,00
PROMEDIO 0,00 4,00 6,67 30,67
T= Tratamiento de oxidativo de aceite de girasol a distintos tiempos
R= Repeticiones

Realizado por: Naranjo, A. 2021.

Tabla 6-3: Andlisis de varianza de un factor ANOVA.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

DiA 4 3,00 12,00 4,00 0,00

DIA9 3,00 20,00 6,67 5,33

DIA 15 3,00 92,00 30,67 5,33
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los . Valor critico para

F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados F
Entre grupos 1294,22 2,00 647,11 182,00 4,26x107° 5,14
Dentro de los
21,33 6,00 3,56
grupos
Total 1315,56 8,00

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Tabla 7-3: Comprobacion de la hipotesis.

Probabilidad y Significancia Prueba de Fisher
ACEPTA Ho Si Valorde P> a ACEPTA Ho Si Fcal < Ferit
RECHAZA Ho Si Valorde P<a RECHAZA Ho Si Fcal > Fcrit
4,26x107% < 0,05 182,00 > 5,14

Durante este estudio se determin6 que P es menor que | Durante este estudio se determiné que Fcal es mayor que
a, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta | Fcrit, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta
la alternativa con un nivel de confianza del 95% la alternativa con un nivel de confianza del 95%

Ho= Hipotesis nula

P= probabilidad

Fcal=F calculado

Fcrit=F critico
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

La prueba de ANOVA con un nivel de confianza del 95% realizada permite aceptar la hipotesis
alternativa, es decir que el extracto etandlico disefiado de romero si tiene un efecto antioxidante
sobre un aceite comestible, en este estudio experimentalmente de un aceite premeditadamente

oxidado a diferentes tiempos.

Tabla 8-3: Prueba de Tukey.

Diferencia honesta

T HSD= 4,73
significativa
DATOS Multiplicador= 4,34
Cuadrado del error medio Mse= 3,56
n= 3,00
A B C

A _ -2 67 -26,67
B ;‘ﬂ _ -24,00

Realizado por: Naranjo, A. 2021.

La prueba de Tukey permite observar que si hay diferencia significativa en el tratamiento aplicado
al aceite de girasol premeditadamente oxidado con el extracto etandlico disefiado de romero de

baja concentracion en los tiempos considerados.
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3.9.2. Evaluacion del efecto antioxidante con la prueba del indice de perdéxido del extracto

etanolico disefiado de romero de alta concentracion

A continuacion, se observa el efecto antioxidante en base al indice de peroxido del aceite
comestible premeditadamente oxidado protegido por el extracto etanolico disefiado de romero y
del mismo aceite premeditadamente oxidado sin la proteccion del extracto etanolico disefiado de
romero, a tres tiempos diferentes, aparte del dia O de oxidacion.

Tabla 9-3: indices de perdxido de la oxidacion premeditada del aceite de girasol comestible con

proteccién del extracto etandlico disefiado de romero de alta concentracion.

- indice de perdxido % del PV
Concentracion
meq Ox/K ue
de extracto _ (meq Oz/Kg) d
. Tiempo de Aumento del representa | % del
etanolico .
L tratamiento PVencadadia | cadadia | PV por
disefiado de (dics) (meg 0,/Kg) durant o
fas ~ me urante ia
romero en R1 R2 R3 X 4520
. todo el
aceite (A0)
proceso
Aceite de
girasol
comestible A0 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
sellado
(testigo)
T2 A0 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T3 A0 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T4 A0 7 4,00 0,00 | 4,00 2,67 2,67 5,00 15,38
T5 A0 9 4,00 | 4,00 @ 4,00 4,00 1,33 7,50 23,08
T6 A0 11 8,00 | 4,00 8,00 6,67 2,67 12,50 38,46
T7 A0 15 12,00 @ 8,00 8,00 9,33 2,67 17,50 53,85
T8 A0 21 12,00 | 16,00 | 16,00 14,70 5,33 26,83 84,62
T9 A0 23 16,00 | 20,00 | 16,00 17,33 2,67 31,71 100,00
*Durante este estudio los tres tiempos a considerar son: 0, 4, 9 y 15 dias; los otros tiempos ayudan a observar la progresién de
oxidacion del aceite.

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Tabla 10-3: indices de peroxido de la oxidacion premeditada del aceite de girasol comestible sin
proteccién del extracto etandlico disefiado de romero de alta concentracion.

indice de peroxido
) (meq O2/Kg) Aumento del % del PV que
Tiempo de % del
. PV en cada representa cada dia
tratamiento i PV por
(dics) dia durante todo el df
fas - fa
R1 R2 R3 X (meq O2/Kg) proceso
Aceite de girasol
comestible sellado 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(testigo)
T2 2 8,00 | 8,00 | 4,00 | 6,67 6,67 3,27 15,00
T3 4 16,00 | 8,00 | 12,00 | 12,00 5,33 5,88 26,00
T4 7 16,00 | 16,00 | 16,00 | 16,00 4,00 7,84 35,00
T5 9 16,00 | 16,00 | 20,00 | 17,33 1,33 8,50 38,00
T6 11 20,00 | 20,00 | 20,00 | 20,00 2,67 9,80 44,00
T7 15 40,00 | 40,00 | 44,00 | 41,33 21,33 20,26 91,00
T8 21 48,00 | 48,00 | 40,00 | 45,33 4,00 22,08 97,00
T9 23 48,00 | 44,00 | 48,00 | 46,67 1,33 22,73 100,00
*Durante este estudio los tres tiempos a considerar son: 0, 4, 9 y 15 dias; los otros tiempos ayudan a observar la progresion de
oxidacion del aceite.

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Gréfico 3-3. Efecto antioxidante del extracto etandlico disefiado de romero (Ac) sobre aceite

girasol premeditadamente oxidado.
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

El aceite de girasol premeditadamente oxidado, protegido con el extracto etandlico disefiado de
romero de Ac en los dias 4; 9 y 15 presenta un PV de 0,00; 4,00 y 9,33meq O./Kg
respectivamente; mientras que el aceite de girasol premeditadamente oxidado sin la proteccién
del extracto etanolico disefiado de romero de Ac, presenta valores de PV maés altos en los dias 4;
9y 15, de: 12,00; 17,33 y 41,33meq O./Kg respectivamente, es importante mencionar que en el
dia 0 los dos aceites de girasol comestible presentan un PV de 0,00meq O./Kg, los cuales
constituyen ser testigos del efecto oxidante en el aceite tratado con extracto antioxidante de
romero y el aceite sin extracto antioxidante.

Los resultados obtenidos del PV del aceite de girasol premeditadamente oxidado sin la proteccién
del extracto etandlico de romero de Ac indican gque existe una mayor oxidacién en relacién al
aceite premeditadamente oxidado con proteccion del extracto etandlico disefiado de romero de
Ac, esto indica que el extracto etandlico disefiado de romero de Ac otorga una actividad
antioxidante.

La variacion del PV del aceite de girasol premeditadamente oxidado con y sin proteccién del
extracto etanolico disefiado de romero de Ac, puede ser discutida desde el punto de vista desde el
porcentaje de proteccion que ha mostrado en los tratamientos realizados, resultados que se

observan en la Tabla 11-3.
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Es importante mencionar que el 100,00% de oxidacion del aceite sin proteccion se atribuye a la
oxidacion alcanzada en el dia 15 (PV 41,33 meq O2/Kg), valor con el cual se procede a evaluar el
porcentaje de oxidacion en cada uno de los dias tanto del aceite protegido con el extracto y el
aceite no protegido con el extracto.

El porcentaje de proteccion en cada dia se obtiene por diferencia del 100% de oxidacion. En el
presente trabajo el referente para observar el efecto antioxidante es de 15 dias, pues no excluye la
oxidacion progresiva a mayores dias, sin embargo, en el trabajo realizado lo prioritario es detectar
el efecto antioxidante que si se ha observado hasta el dia 15 por parte del extracto etandlico

disefiado de romero de Ac.

Tabla 11-3: Comparacién (PV) del porcentaje de proteccion antioxidante del extracto etanélico
disefiado de romero (Ac) del aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado.

Aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado

Tiempo de .
Con extracto de romero (Ac) Sin extracto de romero (Ac)
tratamiento
(dias) ; % de % de indice de % de % de
Indice de peroxido o . . L »
oxidacion. proteccion. peréxido oxidacion. proteccion.
(meq O,/Kg) i i . .
(0-15 dias) (0-15 dias) (meqg O,/Kg) (0-15 dias) (0-15 dias)
0 0,00 0,00 100,00 0,00 0,00 100,00
4 0,00 0,00 100,00 12,00 29,03 70,97
9 4,00 9,68 90,32 17,33 41,93 58,07
15 9,33 22,57 77,43 41,33 100,00 0,00

*EI PV del dia 15 se considera como el 100% de oxidacion

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Graéfico 4-3. Comparacion del porcentaje de proteccién antioxidante del extracto etandlico

disefiado de romero (Ac) del aceite de girasol premeditadamente oxidado.
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

En los resultados observados en el Grafico 4-3 se considera una proteccion inicial del 100,00%
en el dia 0 en ambos aceites, es asi que el aceite de girasol premeditadamente oxidado protegido
con el extracto etandlico disefiado de romero de Ac en los dias 4; 9y 15 se observa un porcentaje
de proteccion de 100,00; 90,32; y 77,43% respectivamente; mientras que el aceite de girasol
premeditadamente oxidado sin la proteccion del extracto etandlico disefiado de romero de Ac,
comparativamente presenta una disminucion del porcentaje de proteccion, en los dias 4; 9y 15
con porcentaje de proteccién de 70,97; 58,07 y 0,00% respectivamente, es necesario mencionar
que en el estudio se ha realizado una oxidacion forzada usando luz y aire ambiental.

Finalmente se puede afirmar que el aceite con el extracto etandlico disefiado de romero de Ac, si
otorga una proteccion efectiva al aceite, al comparar con el aceite que no tiene la presencia del
extracto de etandlico disefiado de romero en los diferentes tiempos considerados, evitando de ese

modo la generacion de radicales libres.
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3.9.2.1. Prueba de hipdtesis

Los indices de peroxido de la Tabla 12-3 del aceite de girasol comestible premeditadamente
oxidado protegido con el extracto etandlico disefiado de romero de baja concentracion a 3
tiempos, fueron sometidos a un andlisis de varianza ANOVA de un solo factor utilizando el
programa Excel 2019, con un disefio completamente al azar y tres repeticiones por cada dia.

A continuacidn, en la siguiente tabla se encuentra resumido los indices de peréxido de los

tratamientos realizados.

Tabla 12-3: indices de peréxido de la oxidacion premeditada del aceite de girasol comestible con
proteccién del extracto etandlico disefiado de romero de alta concentracion.

TRATAMIENTOS
REPETICIONES TO (DiA 0) . o -
. T1 (DIA 4) T2 (DIA9) T3 (DIA 15)
sin extracto
R1 0,00 0,00 4,00 12,00
R2 0,00 0,00 4,00 8,00
R3 0,00 0,00 4,00 8,00
PROMEDIO 0,00 0,00 4,00 9,33
T= Tratamiento de oxidativo de aceite de girasol a distintos tiempos
R= Repeticiones
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
Tabla 13-3: Andlisis de varianza de un factor ANOVA.
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
DiA 4 3,00 0,00 0,00 0,00
DIA9 3,00 12,00 4,00 0,00
DIA 15 3,00 28,00 9,33 5,33
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los . Valor critico
F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 131,56 2,00 65,78 37,00 4,2x107* 514
Dentro de los
10,67 6,00 1,78
grupos
Total 142,22

Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Tabla 14-3: Comprobacion de la hipotesis.

Probabilidad y Significancia Prueba de Fisher
ACEPTA Ho Si Valorde P> a ACEPTA Ho Si Fcal < Frit
RECHAZA Ho Si Valorde P<a RECHAZA Ho Si Fcal > Ferit
4,2x107* < 0,05 37,00 >5,14

Durante este estudio se determiné que P es menor que | Durante este estudio se determiné que Fcal es mayor que
a, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta | Fcrit, por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nulay se acepta
la alternativa con un nivel de confianza del 95% la alternativa con un nivel de confianza del 95%
Ho= Hipotesis nula
P= probabilidad
Fcal=F calculado
Fcrit=F critico
Realizado por: Naranjo, A. 2021.

La prueba de ANOVA con un nivel de confianza del 95% realizada permite aceptar la hipotesis
alternativa, es decir que el extracto etandlico disefiado de romero si tiene un efecto antioxidante
sobre un aceite comestible, en este caso experimentalmente de un aceite premeditadamente

oxidado a diferentes tiempos.

Tabla 15-3: Prueba de Tukey.

Diferencia honesta

T HSD= 3,34
significativa
DATOS Multiplicador= 4,34
Cuadrado del error medio Mse= 1,78
n= 3,00
A B C

A _ -4,00 -9,33
B 4Y00 _ -5,33

Realizado por: Naranjo, A. 2021.

La prueba de Tukey permite observar que si hay diferencia significativa en el tratamiento aplicado
al aceite de girasol premeditadamente oxidado con el extracto etandlico disefiado de romero de

alta concentracién en los tiempos considerados.
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3.9.3. Efecto antioxidante comparativo (PV) entre el extracto etandlico disefiado de romero
de alta y baja concentracion

Tabla 16-3: indices de perdxido del tratamiento oxidativo del aceite de girasol comestible con
proteccién del extracto etandlico disefiado de romero de baja y alta concentracion.

Aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado
Tiempo de tratamiento Con extracto de romero (Bc) Con extracto de romero (Ac)
(dias) indice de perdxido indice de perdxido

(meq O2/Kg) (meq O2/Kg)

0 0,00 0,00

4 4,00 14,67

9 6,67 17,33

15 29,33 42,67

Realizado por: Naranjo, A. 2021.

30

25

20

PV

15
10
5 A L
0
0 4 9 15
DIAS

m Aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado con extracto de romero (Bc)

= Aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado con extracto de romero (Ac)

Gréfico 5-3. Comparacion del efecto antioxidante entre el extracto etanolico disefiado de romero

(Bc) y (Ac) sobre aceite girasol premeditadamente oxidado.
Realizado por: Naranjo, A. 2021.
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Segun lo manifestado por NTE INEN 26 (2012, p.2) el indice de peroxido en el aceite de girasol
comestible oscila un rango aceptable de 0,00 a 10,00meqO./Kg, dando a notar que el extracto
etanolico disefiado de romero de Ac puede mantener las caracteristicas del aceite de girasol hasta
el dia 15, debido a que presenta un indice de perdxido de 9,33meqO./Kg, evitando la oxidacién y
por consiguiente la generacion de radicales libres.

No obstante, hasta el dia 15 el extracto etanélico disefiado de romero de Bc presenta un indice de
peroxido de 29,33 meqO,/Kg, mientras que el extracto etandlico disefiado de romero de Ac
presenta un indice de perdxido de 9,33meqO./Kg, por tal motivo el extracto etandlico disefiado
de romero de Ac permite conservar por mas tiempo el aceite de girasol incluso cumpliendo con
la normativa NTE INEN 26 (2012, p. 2).

El romero le otorga cambios organolépticos bastante notorios al aceite sobre todo en su color
dandole en los primeros dias un color verde por la presencia de clorofila en la planta, pero con el
pasar de los dias el color tiende aclararse a un amarillo claro, pero a mas de esto le otorga al aceite

un olor agradable caracteristico al romero.
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3.9.4. Andlisis organoléptico del aceite comestible comercial de girasol y de su tratamiento

antioxidante con extracto de romero de baja y alta concentracion

Tabla 17-3: Caracteristicas organolépticas del aceite de girasol premeditadamente oxidado y de
los tratamientos antioxidantes con el extracto de romero de B¢y Ac concentracion.

DIA COLOR OLOR ASPECTO
0 Verde Claro Caracteristico a romero Liquido
o Liquidoy
ACEITE OXIDADO 4 | Verde Oscuro Caracteristico a romero .
Sedimentado
+
EXTRACTO DE ROMERO . L
Amarillo o Liquidoy
(BC) 9 Caracteristico a romero .
Oscuro Sedimentado
No se puede apreciar ningln Liquido
15 | Amarillo Claro P P J q Y
olor Sedimentado
0 | Verde Oscuro Caracteristico a romero Liquido
o Liquidoy
ACEITE OXIDADO 4 | Verde Oscuro Caracteristico a romero .
. Sedimentado
EXTRACTO DE ROMERO o
) o Liquidoy
(AC) 9 Cafe Caracteristico a romero .
Sedimentado
Amarillo o Liquidoy
15 Caracteristico a romero .
Oscuro Sedimentado
0 | Caracteristico Caracteristico Liquido
4 | Caracteristico Caracteristico Liquido
ACEITE OXIDADO 9 | Caracteristico Rancio Ligeramente turbio
15 | Caracteristico Rancio Ligeramente turbio

Realizado por: Naranjo, A. 2021.

Durante este estudio se puede evidenciar cambios en las caracteristicas organolépticas del aceite
de girasol premeditadamente oxidado con y sin el extracto etan6lico disefiado de romero de baja
y alta concentracion, es asi como el aceite de girasol premeditadamente oxidado durante los 15
dias mantiene su color caracteristico, no obstante, a partir del dia 9 el olor es rancio y con un

aspecto ligeramente turbio.
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Mientras que el extracto etandlico de romero de Bc y Ac, otorga al aceite un olor agradable
caracteristico a romero, el color con el pasar de los dias cambia de verde por la presencia de
clorofila a un amarillo y manteniendo el aspecto liquido caracteristico con un ligero sedimento.
El extracto etandlico disefiado de romero mejora las caracteristicas organolépticas del aceite

principalmente otorgando un olor agradable.
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CONCLUSIONES

La adecuada recoleccion de las plantas de romero y las condiciones éptimas de secado, separacion
selectiva y trituracion de las hojas de la especie Rosmarinus officinalis L. garantizan la presencia
activa de compuestos antioxidantes como el acido carnésico y carnosol, afirmacién respaldada en
los resultados obtenidos del indice de peroxido realizado en este estudio.

Los resultados de la presente investigacion demuestran que el extracto etandlico disefiado de
romero de alta concentracion permite un mejor efecto antioxidante para el aceite comestible de
girasol premeditadamente oxidado en relacion al de baja concentracion. Disefio que se efectud
mediante el enriquecimiento progresivo (cinco repeticiones) de 600gramos de hojas de romero
con un total de 500mL de etanol (96%) y finalmente concentrado hasta un volumen de 43mL.
Ademas, se concluye que las proporciones de extracto etanélico de romero y aceite de girasol
comestible (1:10) muestran adecuada y homogénea solubilidad.

Los tratamientos del aceite de girasol comestible con y sin extracto etanélico de hojas de romero
sometidos a un proceso oxidativo premeditado y progresivo de 0, 4, 9 y 15 dias, permite medir el
porcentaje de actividad antioxidante de los principios activos presentes en el vegetal utilizando la
prueba del indice de perdxido.

El porcentaje de oxidacidn progresivo del aceite de girasol comestible premeditadamente oxidado
disminuye en los tiempos propuestos para los tratamientos. Al comparar el aceite no protegido
con el protegido con el extracto etanélico disefiado de romero se confirma su efecto antioxidante
con los siguientes resultados: (dia 0: 0,00%, se mantiene en 0,00%), (dia 4: de 29,03% disminuye
a 0,00%), (dia 9: de 41,93% disminuye a 9,68%) y (dia 15: de 100,00% disminuye a 22,57%),
concluyendo que el efecto antioxidante del extracto etandlico de romero puede ser

aplicativamente utilizado en aceites previos a su refinacion.
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RECOMENDACIONES

Observando que el extracto de romero tiene una actividad antioxidante se podria realizar un

estudio de ese efecto sobre aceites refinados como sustituto de antioxidantes sintéticos.

La limpieza de las hojas de romero se debe realizar con agua corriente y el secado suspendiéndolas
en el aire en ausencia de luz, con esto se evitara que en la planta se pueda alojar algin tipo de

hongo o parésito que afecte su uso en el estudio.

Es esencial que la planta de romero se encuentre seca para su facil desprendimiento de la hoja y

del tallo, para asi lograr una mejor maceracion.
Es recomendable que la maceracion y el almacenamiento se realice en condiciones de
refrigeracion, esto permitira que los componentes que le otorgan la actividad antioxidante se

conserven hasta su uso.

Durante la concentracion del extracto en el rotavapor al vacio se debe controlar los factores del

tiempo y la temperatura que se aplica al solvente.

Los aceites comestibles se recomiendan almacenar oculto de la luz y cerrados a pesar de que

contienen antioxidantes sintéticos.

El extracto de romero debe ser aplicado en el aceite en una cantidad pequefia, ya que un

antioxidante en minimas cantidades debe cumplir con su finalidad.

Durante el anélisis del indice de perdxido es necesario que se prepare el yoduro de potasio en ese

instante hasta su saturacion.
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GLOSARIO

Aceite comestible: Los aceites comestibles son de origen vegetal o animal, en su mayoria son de

origen vegetal, estos son aptos para el consumo humano y se mantiene liquidos al medio ambiente
(Guerrero, 2016, p.12).

Aceite comestible de girasol: Es un aceite de origen vegetal proveniente de las semillas de
girasol, el cual es destinado al consumo humano y sujeto a normas que regulan su expendio y

comercializacién (Guerrero, 2016, p.12).

Antioxidante: Son sustancias ya sean de origen natural o sintético que tienen como objetivo
prevenir o retardar la oxidacion por la formacion de radicales libres de esta forma evitando

problemas graves para la salud (Coronado et al., 2015, p.2).

Concentracion: Es una magnitud quimica la cual permite medir la cantidad de un soluto o

solvente que se encuentra en una disolucidn, esto puede ser expresado en unidades de volumen
(Erkan et al., 2008, p.78).

Extracto Disefiado: Proceso detallado de la elaboracion de un extracto en el ambito de una

investigacion particular (Erkan et al., 2008, p.78).

indice de peroxido: Es un analisis que se realiza ya sea en aceites o grasas que permite determinar
el estado de oxidacion que estd sufriendo la muestra analizada, esto es expresado en
miliequivalentes de oxigeno por kilogramo de muestra ya sea aceite o grasa (NTE INEN 277, 1978,
p.1).

Maceracion: Es un proceso que busca extraer los compuestos quimicos que se encuentran
presentes en una materia prima en estado sélido, haciendo uso de solventes que sean afines al
compuesto al que se desea extraer, cambiando diferentes factores como luz, temperatura,

agitacion, entre otros (Erkan et al., 2008, p.78).

Oxidacion en aceites: Es un proceso irreversible que se da en los aceites al momento que el
oxigeno del ambiente se pone en contacto con el aceite, debido a esto se genera una pérdida de
electrones generandose compuestos inestables como son los radicales libres (Coronado et al., 2015,
p.2).



Oxidacion premeditada: Proceso detallado y programado de oxidacion de una muestra de aceite

para aplicar en una investigacion particular (Coronado et al., 2015, p.2).

Radicales libres: Los radicales libres son moléculas las cuales han perdido un electron, esto le
convierte en una molécula muy inestable y reactiva la cual reaccionara con otra molécula para

tomar un electrén por medio del proceso de oxidacion (Coronado et al., 2015, p.2).
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ANEXOS

ANEXO A: Acondicionamiento del romero

Limpieza y Secado del romero

Trituracion del romero

ANEXO B: Preparacion del extracto etandlico disefiado de romero

Agitacion magnética

Maceracion del romero




Filtracion

Y| S

Concentracion del extracto




ANEXO C: Solubilidad y homogeneidad del extracto etanolico con el aceite

Preparacion y etiquetado de las muestras antes de la oxidacion

ANEXO D: Proceso oxidativo premeditado con factores ambientales

Proceso de oxidacion




ANEXO E: Generacidon de yodo por oxidacion de los peroxidos al Kl (extracto Bc)
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ANEXO F: Generacion de yodo por oxidacién de los peréxidos al Kl (extracto Ac)
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ANEXO G: Cambios organolépticos (extracto Bc)

DIA9 DIA 15




ANEXO I: Andlisis por medio del indice de peroxido

Anédlisis del indice de peréxido




ANEXO J: Andlisis estadistico mediante el programa Minitab

Aceite de girasol comestible con extracto etanolico disefiado de romero de baja

concentracion

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o=0,05
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 3 DIA 4; DIA 9; DIA
15

Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 2 1294,22 647,111 182,00 0,000
Error 6 21,33 3,556
Total 8 1315,56

Resumen del modelo
R-cuad.  R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
1,88562 98,38% 97,84% 96,35%

Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
DIA4 3 4,000 0,000 (1,336; 6,664)
DIA9 3 6,67 2,31 (4,00; 9,33)
DIA15 3 30,67 2,31 (28,00; 33,33)

Desv.Est. agrupada = 1,88562
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Factor N Media Agrupacién

DIA15 3 30,67 A
DIA9 3 6,67 B
DIA4 3 4,000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1ICde 95% Valor T ajustado
DIA9-DIA 4 2,67 1,54 (-2,086; 7,39) 1,73 0,269
DIA 15 - DiIA 4 26,67 1,54 (21,94;31,39) 17,32 0,000
DIA 15 - DIA 9 24,00 1,54 (19,28;28,72) 15,59 0,000

Nivel de confianza individual = 97,80%

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencia de las medias para DiA 4; DIA 9; ...

DiAS-Diag| |

DiA 15 - Dia 4

DiA 15 - Dia 9

=1 - S e L L L L L LT T T

5 10 15 20 25 30 35

5i um intervalo no contiene cero. los medios correspondientes son significotivamente
diferentes.

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacién

DIA15 3 3067 A

DIA9 3 6,67 B

DIA4 3 4,000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde 95% Valor T ajustado

DIA9-DIA 4 2,67 1,54 (-1,10; 6,43) 1,73 0,134
DIA 15- DiIA 4 26,67 1,54 (22,90; 30,43) 17,32 0,000
DIA 15- DIA 9 24,00 1,54 (20,23; 27,77) 15,59 0,000

Nivel de confianza simultanea = 89,08%



ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencia de las medias para DiA 4; DIA 9; ...

DiA 9 - DiA 4 |

DiA 15 - Dia 4

DiA 15 - DiA S

=1 - S L L L L L L LT

5 10 15 20 25

5i wm intervalo no contiene cero. los medios correspondientes son significotivamente
diferentes.

Aceite de girasol comestible con extracto etanodlico disefiado de romero de alta

concentracion

Metodo
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia a=0,05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
Factor 3 DIA 4; DIA 9;: DIA
15

Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 2 131,56 65,778 37,00 0,000
Error 6 10,67 1,778
Total 8 142,22

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

1,33333  92,50% 90,00% 83,13%

30



Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
DIA4 3 0,000000 0,000000 (-1,883634; 1,883634)
DIA9 3 4,000 0,000 (2,116; 5,884)
DIA15 3 9,33 2,31 (7,45; 11,22)

Desv.Est. agrupada = 1,33333
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media  Agrupacion
DIA15 3 933 A

DIA9 3 4,000 B
DIA4 3 0,000000 Cc

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde95% Valor T ajustado
DIA9-DIA 4 4,00 1,09 (0,66;7,34) 3,67 0,024
DIA 15 - DIA 4 9,33 1,09 (5,99; 12,67) 8,57 0,000
DIA 15- DIA 9 5,33 1,09 (1,99; 8,67) 4,90 0,006

Nivel de confianza individual = 97,80%

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencia de las medias para DiA 4 DIA 9; ...

T
I
I
I
: : Lol |
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I
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- - [

DiA15-DiA4| ! | o

I
I
I
I
I
I
I
I

- - I

DiA15-DiAS{ | I = i

I
I
I
| =
0 z 4 5 8 10 12

5i um intervaolo no contiene cero, los medios correspondientes son sigrificotivamente
aiferemtes.
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Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Factor N Media  Agrupacion

DIA15 3 9,33 A
DIA9 3 4,000 B
DIA4 3 0,000000 Cc
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Pruebas individuales de Fisher para diferencias de las medias
Diferencia
Diferencia de de las EE de Valor p
niveles medias diferencia 1Cde95% Valor T ajustado
DIA9-DIA 4 4,00 1,09 (1,34;6,66) 3,67 0,010
DIA 15 - DIA 4 9,33 1,09 (6,67;12,00) 8,57 0,000
DIA 15- DIA 9 5,33 1,09 (2,67;8,000 4,90 0,003
Nivel de confianza simultanea = 89,08%
ICs individuales de 95% de Fisher
Diferencia de las medias para DiA 4; DIA 9; ...
DiA 9 - DiA 4 I * i
DiA 15 - DiA 4 I . I
DiA15 - DiA 9 I * i
0 2 4 5 ] 10 12

5i um intervalo no contiene cero. las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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