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RESUMEN

Se realizé la investigacion en el laboratorio de Biotecnologia Animal de la Facultad de Ciencias
Pecuarias de la ESPOCH, la finalidad de este estudio fue evaluar comparativamente la
biodegradacion de aceites vegetales generados en el proceso de frituras mediante el hongo
Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae se produjo realizando el
acondicionamiento y crecimiento de los dos microorganismos utilizando el agar czapek y el medio
liquido czapek dox modificado que utilizaron como Unica fuente de carbono el aceite usado, la
incubacion se la realizé a 32°C, el medio liquido se mantuvo en constante agitacion, en agar las
colonias de Saccharomyces cerevisiae se presentan de color blanco brillante existi6 el crecimiento
de las colonias, con Aspergillus niger en el agar se observé partes blancas en las colonias esto
corresponde a las cabezas de las conidias, el indice de degradacion de Aspergillus niger fue de
5.37% frente al indice de degradacién de Saccharomyces cerevisiae que es 1.2% el incremento
de biomasa para el tratamiento con Aspergillus niger fue de 2.34% el incremento de biomasa
para el tratamiento aplicado con Saccharomyces cerevisiae que es 42.85%. Se concluyd que
Aspergillus niger es mas efectivo en la degradacién debido al indice de degradacion que presentd
en un 5.37% en el tratamiento realizado con Aspergillus niger frente al indice de degradacion de
Saccharomyces cerevisiae es 1.2%. Posiblemente por la accién del gel emulsificante. 10 acidos
grasos presentes en las muestras y con los resultados fueron que de los 10 &cidos grasos no existe
nivel significancia el p-valor de todos resulta mayor a 0.05 por lo que no se rechaza la hip6tesis
nula. Realizar pruebas con consorcios microbianos para desarrollar una mayor eficiencia el
tratamiento realizarlo durante un mayor tiempo estimado de tres meses para determinar si existe

una mayor degradacion del aceite.

Palabras Claves: < HONGO [ASPERGILLUS NIGER] > <INDICE DE DEGRADACION>
<BIOMASA> <ACEITE DE FRITURAS> <LEVADURA [SACCHAROMYCES
CEREVISIAE]> <ACIDOS GRASOS> <AGAR CZAPEK> <BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL> <RIOBAMBA [CANTON] >

XVii



ABSTRACT

The research was carried out in the laboratory of Animal Biotechnology of the Faculty of Animal
Sciences of ESPOCH. The purpose of this study was to evaluate comparatively the biodegradation
of vegetable oils generated in the frying process using the fungus Aspergillus niger and the
Saccharomyces cerevisiae yeast produced by conditioning and growing the two microorganisms.
The agar czapek and the czapek dox liquid médium modified was used, the used oil was as the
only carbon source. The incubation was performed at 32 °© C. The liquid medium was kept in
constant agitation. The Saccharomyces cerevisiae colonies in agar are presented in bright white
color. It existed the growth of the colonies whith Aspergillus niger, in the agar was observed white
parts in the colonies, this corresponds to the heads of conidia. The degradation index of
Aspergillus niger was 5.37% against the index of degradation of Saccharomyces cerevisiae that
is 1.2%. The increase of biomass for the treatment with Aspergillus niger was 2.34%. The increase
of biomass for the treatment applied with Saccharomyces cerevisiae that is 42.85%. The research
paper concluded that Aspergillus niger is more effective in the degradation due to the degradation
index that presented in 5.37% in the treatment with Aspergillus niger against the index of
degradation of Saccharomyces cerevisiae is 1.2% possibly by the action of the emulsifying gel.
10 fatty acids present in the samples and with the results were that of the 10 fatty acids there is
no significance level the p-value of all is greater than 0.05 so the null hypothesis is not rejected.
Perform tests with microbial consortia to develop a more efficiency; treatment should be carried

out for an estimated time of three months to determine if there is further degradation of the oil.

Key words: < FUNGUS [ASPERGILLUS NIGER] > <DEGRADATION INDEX>
<BIOMASS> <FATTY OIL> <YEAST [SACCHAROMYCES CEREVISIAE]> <FATTY
ACIDS> <AGAR CZAPEK> <ENVIRONMENTAL BIOTECHNOLOGY> < RIOBAMBA
[CANTON] >
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INTRODUCCION

Identificacion del problema

En la actualidad los aceites usados son arrojados al sistema de alcantarillado siendo una fuente de
contaminacion de las aguas que al unirse con trazas de detergentes y jabones forman “bolas de
grasa” atascan los colectores, redes de saneamiento. El aceite vegetal contiene una gran cantidad
de materia organica, se elevan y forman capas en la superficie del agua que no dan paso del

oxigeno poniendo en riesgo la vida de los organismos acuaticos. (ECOGRAS, s.f., p. 1)

El potencial contaminante de los aceites usados en el agua es de 20L semanal en el Cant6n Loreto,
ya que 1L aceite contamina 1000 L de agua, equivalente a la cantidad de agua que bebe una
persona en 1.15 afios. El aceite usado desechado por los drenajes provoca obstrucciones y ruptura
de tuberias cuando se arrojan en el agua produce una pelicula y no permite el intercambio de
oxigeno afectando flora, fauna acuatica y puede adherirse a las agallas de los peces dificultando

su respiracion. (ECOGRAS, s.f., p. 1)

El aceite de cocina usado se lo utiliza como materia prima para la elaboracién de alimento para
animales siendo este proceso prohibido en varios paises ya que esta practica ocasiona que las
dioxinas ingresen al ser humano mediante el consumo de carne animal a través de la cadena
alimenticia. Los aceites dechados del proceso de fritura muchas veces son dispuestos en los

basureros los mismos que favorecen la produccion de lixiviados (ECOGRAS, s.f., p. 1)

La inadecuada disposicién final de los aceites usados se genera por la ausencia de un sistema
para almacenar, recolectar, transportar y tratar este desecho, asi como también la falta de
informacién y conciencia ambiental de poblacion constituye uno de los principales motivos por
los que cada vez se incrementa la contaminacion de los recursos y la perdida de especies

especialmente acuaticas. (ECOGRAS, s.f., p. 1)

Un estudio realizado por la Universidad Nacional Experimental Francisco de Miranda acerca de
la Biodegradacidn parcial de aceites residuales usados utilizando Aspergillus niger, Rhizopus sp.
y Saccharomyces cerevisiae, en el que se utilizé el medio de cultivo Czapek dox que garantiza
el mayor crecimiento de las especies fungicas Aspergillus niger, Rhizopus sp. y Saccharomyces

cerevisiae. (Marguez, et al., 2015, p. 90)



Se concluy6 que los aceites residuales indican cambios de las propiedades fisicas después del
tratamiento biolégico con las especies fungicas, en la composicién quimica del aceite vegetal
residual no hubieron mayores variaciones en el perfil de &cidos grasos después del tratamiento,
una reduccion del acido linolénico con la aplicacion de Saccharomyces cerevisiae, y Aspergillus
niger es la cepa que presentd mayor degradacion. (Marquez, et al., 2015, p. 90)

Los resultados obtenidos arrojaron un incremento considerable en la biomasa (crecimiento de
microorganismos) ya que se determinaron los valores mas altos en el aumento de la biomasa y
productividad para aceites residuales urbanos vegetales y para aceites residuales urbanos de
lubricantes y los rendimientos en el consumo lipidico son 61,74% (+0,16) para Saccharomyces

cerevisiae y 59,69% (+0,6) para respectivamente Aspergillus niger (Marquez, et al., 2015, p. 90)

La investigacion realizada en el afio 2008, con el tema “Biorremediacion de lodos contaminados
con aceites lubricantes usados se aplica la biorremediacién para disminuir la concentracion de
dichos contaminantes”. Los lodos contaminados con residuos de aceites lubricantes usados
producen alteraciones en la naturaleza, se planteo realizar una biorremediacion con la finalidad

de reducir la concentracion de contaminantes. (Vasquez, et al., 2008, p. 1)

Los ensayos se realizaron en la planta de tratamiento de aguas residuales de Rio Frio, donde se
valoraron las actividades de consorcios microbianos nativos a los que consecutivamente se les
introdujeron en las biopilas que estaban constituidas por lodos deshidratados que tienen origen en
el tratamiento primario de aguas residuales domésticas, lodos provenientes de lavaderos de

vehiculos y lodos de alcantarillado de la zona industrial de Bucaramanga. (Vésquez, et al., 2008, p. 1)

Se aislaron, identificaron y conservaron cepas microbianas con capacidad de degradar
hidrocarburos totales de petrdleo (TPH) como Pseudomonas spp., Acinetobacter spp,
Enterobacter cloacae, Citrobacter spp., Bacillus brevis, Micrococcus spp y Nocardia spp. Se
hizo una serie de pruebas piloto donde se inocul6 un consorcio bacteriano a una concentracion

Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., (Vasquez, et al., 2008, p. 1)

Los microorganismos mencionados en el parrafo anterior se monitorearon y se registraron valores
de temperatura, pH, humedad y oxigenacién, ademas se obtuvieron porcentajes de remocion
hasta 94% de TPH durante 90 dias ,84% en 40 dias lo que arrojé como resultado un efecto positivo
que al utilizar los consorcios microbianos se evidencid la reduccidn de la contaminacion de lodos.
(Vasquez, et al., 2008, p. 1)



En estudio de la evaluacion de la actividad lipolitica de hongos sobre aceite de higuerilla
(ricinuscommunis) se realiz la seleccion de las cepas de hongos que manifiestan una alta
actividad lipolitica en aceite de higuerilla y comprobar si sus crudos enzimaticos que se
obtuvieron por fermentacion en substrato liquido presentan la misma actividad sobre el aceite de
higuerilla. (Mendoza, et al., 2012, pp. 5-10)

Se aislaron 9 cepas de hongos, ocho de Penicillium sp y una de Aspergillus sp, a partir de aceites
vegetales procedentes de desechos. Los resultados indicaron que Penicillium sp y Aspergillus sp
presentaron halos de degradacién. El trabajo demostr6 que las cepas Penicillium sp y Aspergillus
sp presentaron mejor crecimiento de colonia en el aceite de higuerilla y buena actividad de

hidrdlisis en placa con el triglicérido de cadena corta tributirin. (Mendoza, et al., 2012, pp. 5-10)

JUSTIFICACION

El uso de aceite vegetal resulta muy necesario en las cocinas de la gran mayoria de las viviendas
y negocios de comidas, por lo que su consumo es continuo y se obtienen grandes cantidades de
los residuos contaminantes, los aceites procedentes de frituras ocasionan alteraciones quimicas
en su estructura y también alteraciones en los alimentos por lo cual estos aceites son desechados

después de un cierto tiempo de haber sido utilizados. (Fernandez C, et al., 2010, pp. OT341-0T3410)

El canton Loreto al no contar con un gestor adecuado para la disposicion final de los aceites
vegetales proveniente del proceso de frituras se ve en la necesidad de implementar un método
efectivo y econdmico para tratar dichos aceites a través de técnicas bioldgicas que utilizan la
capacidad de los microorganismos para degradar, remover o transformarlos a compuestos mas

inocuos para el Ambiente. (Ferandez C, et al., 2010, pp. OT341-0T3410)

Por este motivo surge la necesidad de emplear el tratamiento bioldgico que beneficie al cantén y
promueva la conservacion de la flora, fauna acuaticas mejorando el medio ambiente y la calidad
de vida de su toda la poblacion. De este modo se pueda contribuir con una nueva alternativa en el
tratamiento para eliminar o reducir su potencial peligrosidad y los centros de comida empezarian

a dar un adecuado tratamiento de los aceites vegetales usados. (Fernandez C, et al., 2010, pp. OT341-
0T3410)

Los cambios que se producen en los aceites vegetales que son utilizados en el proceso de coccion,

de fritura de alimentos y también las reacciones que puedan resultan nocivas para la salud a causa
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de los cambios organolépticos del aceite, el rol de los aceites en el proceso de fritura es de gran
importancia porque éste es un medio que transmite calor y a la vez aportan con datos importantes

a la calidad del producto como son la textura, el sabor y el olor. (Fernéndez C, et al., 2010, pp. OT341-
0T3410)

Una vez que los aceites son reutilizados a temperaturas altas y son expuestos a largos periodos
de exposicién en el calor en los alimentos, los aceites tienen la capacidad de producir compuestos
toxicos (dioxinas) en grasas y aceites estos son unos combinados quimicos que reducen el
colesterol bueno y al incrementarse el colesterol malo constituyen agentes cancerigenos en la

poblacion. (Fermandez C, et al., 2010, pp. OT341-0T3410)

En los alimentos que son expuestos a aceites de fritura continuamente reutilizados la problematica
son las caracteristicas indeseables no apetecibles que pierden el valor nutritivo y existe una
acumulacién de compuestos resultantes del proceso de deterioro oxidativo de los &cidos grasos

los que posteriormente estos ingresan a la dieta del ser humano ocasionando malestares en la salud

para los consumidores (Fernéndez C, et al., 2010, pp. OT341-0T3410)

OBJETIVOS

Objetivo general

o Evaluar comparativamente la biodegradacion de aceites vegetales generados en el proceso

de frituras mediante el hongo Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Obijetivos especificos

e Caracterizar fisica y quimicamente el aceite vegetal residual generado en el proceso de

frituras.

e Acondicionamiento y crecimiento del hongo Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces

cerevisiae en laboratorio.



Determinar la capacidad degradadora del hongo Aspergillus niger y la levadura

Saccharomyces cerevisiae

Caracterizar fisica y quimicamente el aceite vegetal residual después de su tratamiento con

los microrganismos.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1 Lipidos

Los lipidos son un conjunto heterogéneo de sustancias que tienen la propiedad de ser insolubles
en agua pero son solubles en solventes organicos como el éter y el cloroformo, los lipidos estan
constituidos por carbono, hidrogeno, nitrégeno en el gue encontramos mayor proporcion de
carbono y de hidrégeno, los lipidos constituyen una fuente concentrada de energia que

proporciona a los organismos 9Kcal/g. (Ortega, 2013, pp. 2-9)

La diferencia entre grasa y aceites se hace referencia por el estado fisico sea sélido o liquido en
el que se encuentran a temperatura ambiente las grasas estan en estado soélido con la particularidad
de que aqui predominan los acidos grasos saturados y los aceites a temperatura ambiente estan en
estado liquido donde los acidos grasos insaturados constituyen la mayor proporcion de los

Mismos. (Ortega, 2013)

1.2 Aceites vegetales

Los aceites y grasas vegetales son sustancias organicas, formadas por los ésteres de &cidos grasos
y glicerina a los que se denominan glicéridos. La glicerina puede estar mono, di o triesterificada
por los &cidos grasos, aqui se forman los mono, di o triglicéridos. Los ésteres de la glicerina y el
aceite contienen pequefias dosis de vitaminas, fosfatidos, esteroles, colorantes, agua e

hidrocarburos que constituyen el material insaponificable. (Mirasolain, 1998, pp. 3-4)

Los triglicéridos son los acilglicéridos méas abundantes en la naturaleza y los principales
componentes de todas las grasas y aceites ya que representan mas del 95 % de su composicion y

el 5% de &cidos grasos libre, esterol, cera entre otros Las caracteristicas fisicas y quimicas de los



triacilglicéridos dependen fundamentalmente del tipo, la concentracion y la forma de distribucion
de los acidos grasos en las tres posiciones (Badui Dergal, 2006, p. 253)

Los aceites vegetales resultan del proceso de extraccion de frutos oleaginosos de algunas plantas
las que poseen un alto contenido en vitaminas, minerales y &cidos grasos poliinsaturados en las
semillas, los aceites que con mayor frecuencia encontramos en el mercado son de ricino, soja,
girasol también existen otra variedad como algoddn y lino, pero los aceites no solo son utilizados

en el proceso de alimentacion sino también en la industria cosmética. (Badui Dergal, 2006, p. 253)

1.2.1  Caracteristicas

Los aceites vegetales son ésteres de glicerol de &cidos grasos llamados triglicéridos que
constituyen un 95% y el 5% de &cidos grasos libre, esterol, cera entre otros. Los &cidos palmiticos
oléicos y esteéricos son los mas comunes, pero los acidos grasos presentes en cantidad apreciable
en los aceites que se usan cominmente, van desde el 4cido octandico 5 a 10% en el aceite de coco,

hasta el &cido erticico 50% en ciertas variedades de aceite de colza. (CORPOBID, 2003)

Los pigmentos mas importantes en las grasas son los carotenoides, el aceite de palma por lo
general de un rojo anaranjado brillante, contiene hasta 0.2% de betacaroteno. En algunos aceites
gue son obtenidos a partir de semillas no maduras se encuentran niveles altos de clorofila lo que
proporciona una coloracidn verdosa, el aceite de algod6n presenta un color muy pronunciado por

los pigmentos de gosipol (Pigmento embrién de la planta de algod6n.) (CORPOBID, 2003)

La mayor parte de pigmentos son eliminados en el proceso de blanqueado y refinamiento por la
aplicacion de alcali. La eliminacion de algunos pocos pigmentos fijos se torna dificil en el proceso
y pueden ser el resultado del calor o de una oxidacién excesiva en las materias primas que
contienen las grasas. Los pigmentos carotenoides se empalidecen por accion del calor, luz o un

tratamiento oxidativo. (CORPOBID, 2003)



1.2.2  Propiedades fisicoquimicas de los aceites

1.2.2.1  Solubilidad

Los aceites se caracterizan principalmente por ser inmiscibles en agua, pero en solventes
organicos no polares son miscibles asi mismo a temperaturas mas altas a las de fusion las grasa 'y
aceites son miscibles. La solubilidad de esta sustancia va a tener dependencia de las propiedades
termodinamicas de los solutos y disolventes, también tiene dependencia de las fuerzas relativas
de atraccién entre las moléculas. (Cedefio, et al., 1999, pp. 359-368)

1.2.2.2  Tension superficial e interfacial

Los aceites y acidos grasos estan separados, los aceites comerciales suelen presentar mas baja
tension superficial e interfacial, esto se produce por la presencia de componentes polares de
superficie activa, tales como monoglicéridos, fosfolipidos y jabones. Los monoglicéridos y
jabones pueden reducir la tensién interfacial entre agua y aceite, los agentes emulsivos reducen

la tension superficial de grasa y aceites (Cedefio, et al., 1999, pp. 359-368)

1.2.2.3 Densidad

La densidad del aceite es la relacion entre su peso y su volumen, y en este caso se ve afectada por
la temperatura. La densidad de los aceites vegetales presenta variaciones esto va a depender del
tipo de aceite y de las temperaturas en la que se encuentren los aceites, la densidad estandar para
los aceites vegetales va de un valor minimo de 0.90 g/ml a un valor maximo de 0.93 g/ml a una

temperatura media de 15°C. (Cedefio, et al., 1999, pp. 359-368)



1.2.2.4 Viscosidad

La viscosidad es una medida de la friccion interna entre moléculas, o de la resistencia a fluir de
los liquidos. En general, la viscosidad de los aceites tiende a bajar cuando se da un incremento en
la instauraciény con un decrecimiento del peso molecular de sus acidos grasos. Los aceites deben
su alta viscosidad a la estructura en largas cadenas de moléculas de sus glicéridos por esto la
viscosidad de aceites calentados es mayor que los aceites sin tratar (Cedefio, et al., 1999, pp. 359-368)

Tabla 1-1: Densidad y viscosidad de algunos aceites vegetales.

TIPO DE ACEITE | DENSIDAD A 20°C | VISCOSIDAD A
20°C
Copra 0.915 30
Palma 0.945 60
Algoddn 0.921 73
Tempate 0.920 77
Cacahuete 0.914 85
Colza 0.920 78
Soja 0.920 61
Girasol 0.925 58

Fuente: (Legaz, R 2000, p.1)

1.2.25 Porcentaje de acidos grasos libres (AGL)

Basicamente se constituye como el porcentaje de acido oleico, palmitico o laurico, segun el acido
graso que predomine en el aceite o grasa. Los aceites y grasas refinados deben tener un nivel de
acidos grasos libres inferior al 0,2% como &cido oleico para ser aptos para su uso en alimentacion
Sin embargo, los aceites crudos y los usados previamente en frituras, tienen un contenido de

acidos grasos libres significativamente superior a éste (2% 0 mas). (Cedefio, et al., 1999, pp. 359-368)



1.2.2.6  Indice de refraccion

El indice de refraccion de un aceite constituye la velocidad de la luz en el vacio con relacion a la
velocidad de la luz en el aceite. El valor del indice de refraccion se relaciona con el grado de
saturacion y este a su vez es un claro indicador de la pureza del aceite, el indice de refraccion de
las grasa como de los acidos grasos aumenta con la longitud de la cadena hidrocarbonada y el

nimero de enlaces dobles en ella (Cedefio, et al., 1999, pp. 359-368)

Tabla 2-1: indice de refraccion de algunos aceites

ACEITE INDICE DE REFRACCION

Aceite de mani 1,460-1,465
Aceite de babasu 1,448-1,451
Aceite de coco 1,448-1,450
Aceite de semilla de algodon 1,458-1,466
Aceite de semilla de uva 1,467-1,477
Aceite de maiz 1,465-1,468
Aceite de semilla de mostaza 1,461-1,469
Aceite de palma 1,454-1,456
Aceite de almendra de palma 1,448-1,452

Fuente: (Soto, 2014, p. 22)

1.2.2.7  Indice de peréxido

El indice de per6xido mide el grado de oxidacién primaria que se ha producido en una grasa o
aceite. Los perdxidos son los productos de descomposicion primaria de la oxidacion estos crean
en los puntos de instauracion de las cadenas de carbonos de los acidos grasos, la velocidad de
oxidacion directamente proporcional con la temperatura, con la exposicion al oxigeno del aire, la

presencia de luz y contacto con materiales pro-oxidantes (Cedefio, et al., 1999, pp. 359-368)
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1.3 Aceites Residuales del Proceso de Fritura (ARPF)

1.3.1  Aspectos generales

Los aceites residuales resultantes de los procesos de fritura son derivadas de la industria de
alimentos, que existen cambios fisicos, quimicos que ademas de un uso intensivo, constituyen un
peligro, estos aceites tienen su origen en los procesos de fritura profunda de los alimentos, los que
involucran el uso de elevadas cantidades de aceite porque demanda de la inmersion completa del

alimento a temperaturas muy elevadas (<180 °C). (Cuesta, et al., 1991, pp. 443-445)

Los aceites residuales procedentes de las frituras forman uno de los mayores contaminantes que
tienen mayor impacto, cuando los aceites son descargados en los sistemas de alcantarillado estas
descargas producen una mayor carga organica superando los estandares normales que se utilizan
en la aguas residuales domésticas lo que ocasiona una alteracion en los tratamientos y en

mantenimiento de las redes de saneamiento. (Quifiones, 2003, pp. 31-32)

1.4 Degradacion de los aceites vegetales

La reutilizacién de los aceites de fritura producen un peligro para la salud de las personas de
acuerdo a la clase del producto que es sometido a este proceso puesto que la capacidad de
absorcién va a variar de un 5% a un 20 % de este aceite, existe un incremento en la cantidad de
compuestos peligrosos que contribuye un aceite degradado a los alimentos. (Franco , 2001, p. 18)

Entre los diversos compuestos que son generados a causa de la degradacion de aceites tenemos:

1.4.1 Volatiles

Las reacciones oxidativas que implican la formacion y descomposicion de hidroperdxidos llevan
a compuestos como aldehidos saturados e insaturados, cetonas, hidrocarburos, lactonas,
alcoholes, acidos y esteres. Con el calentamiento a una temperatura de 180 °C en el periodo de
30 minutos y con presencia de aire es posible determinar por cromatografia gaseosa los productos

de oxidacion volatiles primarios. (Fenema , 2010, pp. 270-273)

Los productos volatiles que son obtenidos presentan una gran variacion y esto depende del tipo

de aceite, del alimento y del tratamiento térmico, cuando los aceites y grasas son expuestos a una
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temperatura muy alta se alcanza un equilibrio en la produccion de volétiles, debido a que se
alcanza un equilibrio entre la formacién de volétiles y su disminucion por evaporacion o

descomposicidn. (Fenema, 2010, pp. 270-273)

1.4.2  Compuestos polares no poliméricos de volatilidad moderada

Los compuestos polares no poliméricos de volatilidad moderada constituyen los hidroxi y epoxi
acidos, la produccién de estos compuestos se realiza mediante las rutas oxidativas en las que
existe participacion de radicales alcoxi. Las reacciones de oxidacion forman hidroperoxidos,
compuestos polares, mondmeros, polimeros ciclicos, los que se relacionan con retraso en el
crecimiento, hipertrofia o hiperplasia hepatica, higado graso, Ulceras gastricas y lesiones titulares

en corazon y rifién. (Fenema , 2010, pp. 270-273)

1.4.3  Dimeros y polimeros de acidos y glicéridos

Estos compuestos son generados mediante combinaciones térmicas y oxidativas de radicales
libres, el efecto de la polimerizacion da como resultado un incremento notable en la viscosidad
del aceite que procede de actividades de fritura. Los dimeros, trimeros y otros polimeros pueden
ser de dos tipos, segin se combinen radicales oxidados o no oxidados: Dimeros y polimeros

apolares (no oxidados), dimeros y polimeros polares (oxidados). (Fenema , 2010, pp. 270-273)

1.4.4  Acidos grasos libres

Los acidos grasos son moléculas formadas por cadenas de carbono que poseen un grupo carboxilo
como grupo funcional, los acidos grasos como tales (acidos grasos libres) son muy poco
frecuentes en los alimentos y ademas son generalmente producto de la alteracion lipolitica. Los
acidos grasos libres son compuestos se producen por hidrdlisis de los triacilgliceroles, por el

calentamiento en presencia de agua (Fenema , 2010, pp. 270-273)

Las reacciones mencionadas en los parrafos anteriores son las responsables de los diversos
cambios fisicos y quimicos que se observan el proceso de fritura, entre estos cambios, cabe citar
el incremento de la viscosidad y del contenido en &cidos grasos libres, la coloracion oscura asi
como el descenso del indice de yodo y la tension superficial, alteracion del indice de refraccion

y el acrecentamiento en la produccion de espuma. (Fenema, 2010, pp. 270-273)
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Resulta inevitable el deterioro de los aceites vegetales cuando son sometidos a altas temperaturas
cabe destacar que no todos los aceites son degradados de la misma manera esto depende del tipo
de 4cidos y la cantidad de &cidos grasos que contengan, los aceites que tienen un porcentaje bajo
de &cidos grasos insaturados como por ejemplo el aceite de palma se constituyen en aceites mas

estables que los aceites que poseen alto contenido en de &cidos grasos insaturados. (Du Plessis , et
al., 1981, pp. 272-275)

1.45  Principales reacciones de degradacion.

1.45.1 Hidrolisis

Cuando los triglicéridos se ponen en contacto con la humedad del alimento suelen liberar unas
cadenas de acidos grasos lo que ocasiona un aumento en la acidez del aceite con aparicion de
metilcetonas y lactonas que producen malos olores. Cuando se realiza la fritura del alimento y se
alcanzan temperaturas de 180 a 190°C la humedad se evapora por lo que la hidrolisis no resulta

importante. (Du Plessis , et al., 1981, pp. 272-275)

1.45.2 Oxidacion térmica o Autooxidacion

La autooxidacién es un proceso oxidativo no enzimatico que se da con frecuencia en la fritura, la
oxidacion de los &cidos grasos en oxigeno, origina a compuestos intermedios de poca estabilidad
estos son hidroperoxidos y peréxidos estos son los que forman los radicales libres. EI deterioro
térmico origina a una division de material de alto peso molecular, la formacion dimeros cuando

estan en contacto con el oxigeno producen cantidades elevadas de grupos hidroxilo carbonilo.

Las grasas y los aceites cuando atraviesan el proceso de oxidacién suelen tomar una coloracién
obscura, se produce un incremento de la viscosidad, la formacion de espuma aumenta, también
los sabores y olores son desagradables, la variacién del color se produce por la transformacién
de las sustancias que se estan en presentes en los alimentos como azUcares, almidones y proteinas.

La autooxidacion se produce mayoritariamente en acidos grasos (Cuesta, et al., 1991, pp. 443-445)

1.45.3 Polimerizacion

Los polimeros formados provienen en su gran mayoria de los acidos grasos poliinsaturados y

radicales libres que tienden a combinarse entre ellos formando compuestos lineales méas o menos
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largos y ramificados 0 compuestos ciclicos. La polimerizacion se debe a la descomposicién de
los peroxidos, que forman radicales alquilicos y agua, que a su vez atacan a otros hidroperoxidos

produciendo mas radicales que finalmente se dimerizan. (Cuesta, et al., 1991, pp. 443-445)

Los polimeros al aumentar de tamafio y peso molecular, incrementan la viscosidad del aceite
favoreciendo la formacidon de espuma y por tanto la oxidacion; por otro lado, producen un arrastre
mayor de aceite por parte del producto frito debido a que gotea con mas dificultad. Estos forman
en la superficie del aceite y los freidores una capa de consistencia plastica, muy adherente y dificil

de eliminar. (Cuesta, et al., 1991, pp. 443-445)

1.5 Crecimiento de Microorganismos degradadores

El aumento del nimero de células microbianas en una poblacién es denominado crecimiento, el
mismo que puede ser determinado mediante el incremento de masa microbiana. EI crecimiento
microbiano el aumento del nimero de microorganismos a lo largo del tiempo. Por tanto, no nos
referimos al crecimiento de un Unico microorganismo que denominaremos ciclo celular, sino al

demogréafico de una poblacién. (Madigan, et al., 2001, p. 16)

15.1  Factores que influyen sobre el crecimiento.

La velocidad de crecimiento depende del tipo de célula microbiana y de las condiciones fisicas,
quimicas 'y medioambientales, generalmente el tiempo en el que se duplican las células
microbianas se incrementa segin la complejidad de los organismos de esta manera el tiempo de
duplicacion de células animales y vegetales son mas amplios en relacién al tiempo de duplicacion

de mohos y levaduras, y la duplicacion de las bacterias suele ser menor (Madigan, et al., 2001, p. 16)

Algunos organismos con capaces de resistir a la condiciones adversas, que propasadas no son
favorables para el crecimiento por ende hay que diferenciar las condiciones ambientales de los
efectos sobre su viabilidad y crecimiento. Los requerimientos mas importantes para el crecimiento
de los microorganismos son: disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH, disponibilidad de

agua y oxigeno. (Madigan, et al., 2001, p. 16)
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1.5.1.1 Nutrientes

Los microorganismos necesitan de nutrientes para su crecimiento y energia. Para cualquier célula
las fuentes tanto de carbono como de nitrégeno son indispensables, también son indispensables
en menores cantidades otros nutrientes como: azufre, fésforo, potasio y magnesio. Algunos
aceites vegetales son utilizados como fuentes de carbono para el crecimiento de microrganismos

que producen lipasas. (Kamikura & Mendieta, 1999, p. 1)

15.1.2 Temperatura.

La temperatura influye en el crecimiento de los microorganismos, para cada microorganismo
existe una temperatura minima que es la cantidad de calor mas pequefia que necesita ese
microorganismo para poder crecer, la temperatura 6ptima es la temperatura ideal y esta permite
el crecimiento del microorganismo a mayor velocidad, la temperatura maxima es la maxima

temperatura a la que ese microorganismo puede crecer. (Madigan, et al., 2001, pp. 15-16)

1.5.1.3 Acidez y alcalinidad (pH)

Existe un rango de pH dentro del cual se produce el crecimiento de microorganismos vy
normalmente posee un pH éptimo muy bien definido. Una gran cantidad de ambientes naturales
poseen valores de pH de 5.9 y los organismos con pH éptimo equivalente son los habituales,
existen pocas especies que se pueden desarrollar en ambientes que tienen un pH inferiora 2 o

mayor a 10. (Madigan, et al., 2001, pp. 15-16)

Los hongos, toleran ambientes mas &cidos en relacion a las bacterias, los microorganismos se
pueden ser aciddfilos si el pH es bajo, neutrofilos si el pH es neutro, alcaléfilos el pH es alto. De
manera independiente de las condiciones extremas en que vivan los microorganismos (pH del
medio extracelular), el pH intracelular debe ser cercano a la neutralidad (7), para no destruir de

las macromoléculas habiles en condiciones acidas o alcalinas. (Madigan, et al., 2001, pp. 15-16)

1.5.1.4 Tampones

En un cultivo con medio no renovado, el pH puede cambiar durante el crecimiento como
consecuencia de las reacciones metabdlicas por tal razon se usan con frecuencia tampones para

mantener constante el pH del medio de cultivo. Las soluciones amortiguadoras funcionan si es
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que hay rangos de pH muy pequefios por lo que para variaciones mas altas se usan soluciones
distintas. (Madigan, et al., 2001, pp. 15-16)

1.5.1.5 Disponibilidad de agua

Todos los microorganismos requieren del liquido vital para el crecimiento y desarrollo
microbiano en la naturaleza, existe una gran cantidad de microorganismos que son no tienen la
capacidad de crecer en lugares que tienen poca disponibilidad de agua, de tal forma sin
disposicion adecuada de agua se deshidratan, y estos microorganismos pasan condiciones

estaticas y mueren. (Madigan, et al., 2001, pp. 15-16)

Cuando algunos microorganismos crecen en un medio que tiene baja disponibilidad de agua
logran obtener agua del ambiente para poder realizar las reacciones metabodlicas produciéndose
un incremento en el concentrado de solutos, este proceso es posible llevarlo a cabo porque los
microorganismos bombean iones al interior celular o también sintetizando o concentrando un

soluto organico. (Madigan, et al., 2001, pp. 15-16)

1.5.1.6  Requerimientos de Oxigeno

Segun los requerimientos de oxigeno los microorganismos pueden: aerébicos si necesitan de
oxigeno para crecer, microaeréfilos estos son aerobios utilizan oxigeno solo cuando su tension es
mas baja que la del aire, anaerdbicos si no poseen sistemas respiratorios no utilizan oxigeno como
aceptor terminal de electrones, anaerobios facultativos pueden crecer en ausencia o presencia de

oxigeno, anaerobios estrictos si mueren en presencia de oxigeno (Madigan, et al., 2001, pp. 15-16)
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1.6 Hongo Aspergillus niger

Figura 1-1:  Aspergillus niger
Fuente: (Rosas & Teran, 2015, p. 15)

Taxonomia

Tabla 1-2: Taxonomia de Aspergillus niger

Reino Fungi

Division Mycota
Subdivision Eumycota

Clase Deuteromyces
Subclase Plectomycetidae
Orden Eurotiale
Familia Euroticia

Fuente: (Useshe, et al., 2007, p. 1)

1.6.1.1 Caracteristicas Microscopicas:

Aspergillus niger pertenece a los hongos filamentosos es decir aquellos que forman hifas que
presentan un recubrimiento denominado micelio que posee una coloracion blanquecina, mientras
que la propia estructura posee un color negro, pardo, verde y amarillo sobre el sustrato en el cual
crecen. Lareproduccion es asexual se realiza a través de microconidias ubicadas en esterigmatas

en los extremos de la vesicula o cabeza (micelio aéreo). (Henera C., Ulloa P., 1990, pp. 103-106)
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En el proceso de germinacion las conidias incrementan su tamafio y forman algunos tubos
germinativos que terminan en un micelio pluricelular ramificado que forma la colonia. Tienen
esporas asexuales denominadas condiosporas que encuentran dentro del conidiéforo y cuando
llegan al estado de madurez toma la forma de un isopo, poseen hifas septadas, este

microorganismo no presenta ciclo sexual. (Henera C., Ulloa P., 1990, pp. 103-106)

El micelio de Aspergillus niger presenta una variacion de color desde el blanco al amarillo, que
al llegar a la madurez se producen estructuras reproductoras llamadas conidiéforos que dan
origen, en el tipo silvestre, a esporas negras, 0 negro-pUrpura. Las conidias en su morfologia

presentan formas que van desde redondas a ovales, 2,5-10 um de diametro y poseen una

e

superficie rugosa. (Henera C., Ulloa P., 1990, pp. 103-106)

Columnar Radial
’/
Vesicula
Conndnofc;ro p
1 | Celula pie - : @

Células de hulle:

Figura 2-1: Morfologia del género Aspergillus
Fuente: (Duque , 2008, p. 11)

1.6.1.2  Caracteristicas Macroscopicas:

Aspergillus niger es un hongo y una de las especies mas comunes del género Aspergillus. Las
especies Aspergillus las encontramos a nivel mundial, se hallan especialmente en el suelo y en la
materia vegetal. Este microorganismo resulta ser uno de los mas contaminantes en los laboratorios
de microbiologia, este hongo es capaz de producir un moho negro en los vegetales siendo comun

ubicarlos en la lechuga, el tomate y la acelga.
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El Aspergillus niger es la especie mas abundante de Aspergillus y puede desarrollarse en gran
diversidad de sustancias este hongo cumple en rol importante en biotecnologia ya que ha sido
utilizado por méas de 80 afios en la industria en fermentaciones industriales, pues tiene gran
capacidad de acumular y excretar metabolitos, actualmente existen mas de 2000 reportes de
ciencia y mas de 100 patentes que se relacionan con la explotacion A. niger. (Reyes, etal., 2013)

1.6.1.3 Requerimientos para el crecimiento de Aspergillus niger.

Para un buen crecimiento de A. niger el rango de temperatura para el crecimiento es de 0-5°C
hasta 35-40°C siendo la temperatura 6ptima entre 25-30°C y el pH de 4.5-5.5 de crecimiento
Optimo, pero soporta pH éacidos de 3.5 y maximo 6.8. En cuanto a condiciones de iluminacion
este microorganismo no es exigente, sin embargo los cultivos de A. niger no debe estar limitados
en Hierro ni Manganeso para ser utilizados en la produccion de &cido acético. (Kozakiewicz , 1989,
p. 122)

Figura 3-1: Aspergillus niger
Fuente: (Lucena, 2011, p. 19)
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1.7 Levadura Saccharomyces cerevisiae

Figura 4-1: Saccharomyces cerevisiae
Fuente: (Robles, etal., 2012, p. 51)

Taxonomia

Tabla 1-3: Taxonomia de Saccharomyces cerevisiae

Reino Hongo

Division Amastogomycota
Clase Ascomycetes
Subclase Hemiascomycetes
Orden Endomycetales
Familia Sacchaomycetaceae
Subfamilia Saccharomycetaidae

Fuente: (Carballo, 2000, p. 22)

1.7.1  Caracteristicas macroscopicas

Saccharomyces cerevisiae su nombre genérico es levadura, se encuentran en especies que resultan
beneficiosas y de utilidad especialmente para la industria. Las levaduras son hongos unicelulares
que realizan el proceso de fermentacion, la colonia de la levadura presenta un color crema o
blanco, tiene un aspecto humedo y brilloso, sus formas son convexas, lisas, posee bordes

irregulares, pueden variar de 2.5 a 21 micras de largo (Larone , 2011, pp. 143-146)
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Figura 5-1: Colonias de Saccharomyces cerevisiae
Fuente: (Rodriguez, 2016, p. 1)

1.7.2  Caracteristicas microscopicas:

Las levaduras son organismos eucaridticos unicelulares, por lo tanto sus estructuras se encuentran
constituidas por una pared celular, un ndcleo diferenciado y organelos como ribosomas y
mitocondrias, la formacion de una cépsula de polisacaridos, la ausencia o presencia de vacuolas
y el desarrollo de las mitocondrias dependen de las condiciones fisico quimicas y de la edad del
cultivo (Tuite & Oliver , 1991, p. 272)

Saccharomyces cerevisiae tiene tanto la reproduccién asexual y sexual. La reproduccién asexual
de los haploides de la levadura pasa por debajo de la mitosis y forma mas haploides levaduras.
Hay una A y & cepa de estos haploides, estas levaduras haploides, uno de cada cepa, pueden
fusionarse y convertirse en la célula, a continuacion los nucleos de las células fusibles y esta

célula es ahora el cigoto.

Estas células diploides pueden ir a través de la mitosis, que llaman en ciernes, y cuatro mas cigotos
0 pueden pasar por debajo de la meiosis y desde un asco, posteriormente se dividird en cuatro
ascosporas. Estos haploides pueden entonces bajo la germinacion se convierten en la levadura
haploide de nuevo. De acuerdo con las condiciones que se den podria suceder que la mayor parte
pase por alguno de los 2 ciclos pero mayoritariamente se producen los dos simultdneamente
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Figura 6-1: Microscopia de Saccharomyces cerevisiae
Fuente: (Tracy, 1997, p. 1)

1.7.3  Requerimientos para el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae requiere de ciertas condiciones ambientales para su crecimiento y
desarrollo siendo el carbono uno de los principales fuente de energia y forma parte también de la
masa celular. Otro elemento es el nitrégeno que se encuentra en la célula formando parte esencial
de las proteinas, aminoéacidos y acidos nucleicos, el foésforo presente en acidos nucleicos, para que

estos elementos sean aprovechados se requiere que se encuentren en forma asimilable. (Osipina &
Palacios , 1994, pp. 23-29) .

El pH para un adecuado crecimiento de esta levadura es entre 4.0 y 5.0, no se logran desarrollar
bien en un medio alcalino a excepcion de que hayan realizado un proceso de adaptacion, la
temperatura Optima de crecimiento es de 25 a 30°C. En un cultivo de levaduras la presencia de O
(efector externo quimico) resulta beneficioso sea para producir biomasa (levaduras de

panificacion) o para producir alcohol etilico. (Tuite & Oliver , 1991, p. 272) .

1.8 Medio de cultivo Czapek

Este medio de cultivo se lo utiliza para multiplicar hongos, levaduras y bacterias del suelo, este
medio sintético que contiene carbono y nitrogeno como Unicas fuentes de carbono y nitrogeno

correspondientemente, hay un excelente crecimiento de hongos y levaduras mientras que la
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microflora del suelo solamente se logran desarrollar las bacterias que no son exigentes. (Sagardoy
& Mandolesi, 2006, p. 40)

Tabla 1-4: Composicion medio nutritivo Czapek

COMPONENTE CANTIDAD
Nitrato sodico 39

Fosfato dipotasico lg

Sulfato magnésico 059

Cloruro potasico 05¢

Sulfato ferroso 0.01g

Sacarosa 30¢g

Agar 159

Agua estéril 1.000 ml

Fuente: (Moreno, 1988, p. 393)

Todos estos componentes se disuelven, se homogenizan en el agitador magnético, se esterlizan a
121°C por un periodo de 15 minutos posteriormente se distribuye en cajas Petri. El aspecto del
medio de cultivo toma una coloracion ambar palido, sélido, su pH final a 25 °C: 7.3+ 0.2 y se

puede alterar el pH afiadiendo solucién buffer fosfato.

1.9 Medio de cultivo Czapek Dox modificado.

La modificacion respecto a la formula original consiste en reemplazar el sulfato magnésico y el
fosfato dipotasico por Magnesio Glicerofosfato, con la finalidad de evitar la precipitacion la del
tri-Magnesio di-Fosfato. Cuando se requiere que el medio sea mas selectivo para el desarrollo de
hongos se puede agregar Estreptomicina a 30 mg/l o de Aureomicina a2 mg/l que son inhibidores

bacterianos con esta formulacion se obtiene un pH de 6.2 +-2

Tabla 1-5: Composicion Czapek Dox modificado

COMPONENTE CANTIDAD
Nitrato sodico 29
Glicerofosfato de magnesio 059

Cloruro potasico 05¢g

Sulfato ferroso 0.01g
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Sacarosa 309

Agar 12¢g

Sulfato de potasio 0.35¢g

Fuente: (Cultimed, 2003, pp. 1-33)

1.10 Degradacion de aceites a través de microorganismos.

Los microorganismos lipoliticos se han estudio desde 1908, realiz6 un aislamiento de un
microorganismo que produjo la rancidez de la leche y este microorganismo fue una bacteria a la
que se la conoce Bactridium lipolyticum, algunos microorganismos filamentosos bacterias,
hongos y levaduras son excelentes productores de lipasas. La lipasa es una enzima que se usa en
el organismo para disgregar las grasas de los alimentos de manera que se puedan absorber.

Los microorganismos mas investigados son: Aspergillus niger, Candida rugosa, Fusarium
solani, Penicillium chrysogenum, Penicillium citrinum, Penicillium restrictum, Rhizomucor
pusillus Rhizopus arrhizus, Rhizopus oligosporus, Rhizopus rhizopodiformis Yarrowia lipolytica,
estos microorganismos son potenciales para actividades biorremediadoras y constituyen

potenciales productores de lipasas.

Para los procesos degradativos de los aceites es posible utilizar biosurfactantes, microorganismos
o0 los dos en conjunto, la accién principal de los biosurfactantes es reducir la tension superficial
en las interfaces constituidas por aceite agua, favoreciendo la separacion en fases diferentes y la
posterior recuperacion de los hidrocarburos, en condiciones adecuadas facilitara a que se

fragmenten las cadenas quimicas de hidrocarburos y se desactiven sus propiedades.

Algunos substratos en algunos estudios realizados se han utilizado para lograr deteccion de
microorganismos con actividad lipotica, dentro de estos sustratos encontramos grasas de tipo
animal y vegetal ademas también triglicéridos sintéticos como el tributirin y trioleina, y otros
esteres sintéticos como los Tween (esteres de sorbitan polioxietilenado) y esteres de

metilumbeliferil (Shelley, et al., 1987, p. 125)

Se usan tintes indicadores que se agregan al medio para determinar la actividad lipolitica, entre
los indicadores mas utilizados estan: Victoria Blue, Night Blue y Nile Blue Sulphate. Cuando se
liberan los &cidos grasos libres existe un cambio en la coloracién de los tintes indicando la
actividad lipolitica, pero existen estudios en los que se determina que hay un grado de toxicidad

de los tintes (Fryer, et al., 1967, p. 480).
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Sin embargo se realizé un nuevo procedimiento en el que se dejo crecer los microorganismos 72
horas a una temperatura de 30°C en agar Nutritivo, para posteriormente cubrir el agar con el tinte
Victoria Blue Grasa de Leche para finalmente leer las placas de 3-6 dias después que se ha
realizado la incubacion a una temperatura de 22°C, pese a que esta metodologia es aceptada
existen dos inconvenientes.

Al realizar esta técnica las colonias no pueden ser aisladas ni utilizadas para posteriores estudios
y no existe un seguimiento adecuado acerca de la actividad lipolitica que ejercen estos
microorganismos porque no se realizé un registro desde el inicio de la incubacion (Fryer, et al., 1967,
pp. 621-634) La observacion directa en zonas mas claras y turbias que rodean la colonia de la colonia,

el aparecimiento de cristales dentro de gotas del substrato sobre la superficie del agar (Shelley , et
al., 1987, p. 127)

El sustrato emulsificado que més se usa es el tributirin, este sustrato tiene un beneficio importante
ya que resulta sencillo incorporarse en los medios de cultivo y verificar la transparencia de las
reacciones de hidrdlisis. Las lipasas hidrolizan el tributirin a dibutirin, monobutirin, glicerol y
acido butirico, todos estos se solubilizan en agua y producen una coloracion clara alrededor de la

colonia lipolitica en la emulsién de opaca (Shelley, et al., 1987, p. 129)

En el afio de 1968 la British Standard Institution, acepté el procedimiento en el que se aplico el
1% Agar tributirin, como método estandar para la identificacion de microrganismos lipoticos en
la deteccidn en grasas en estado so6lido. Y el American Public Health Association (APHA) 2001,
ha incorporado el uso de tributirin al 1% para el conteo de microorganismos que son productores

de lipasas.

El uso de Tweens tiene aprobacion como sustratos para lipasas en determinados
microorganismos, los tweens poseen una alta solubilidad, y son esteres de acidos grasos de un
polioxialquileno derivado de sorbitan, existen variedades de tweens y sus diferencias radican en
el particular componente de &cido graso el cual lo constituyen. Los polisorbatos pueden

incrementar la absorcién de parafina liquida y otras sustancias liposolubles.

Tween 40 es un éster de &cido palmitico, el tween 60 es un éster de acido estearico y el tween 80
es un éster de &cido oléico. Los Tweens son sustancias que poseen alta estabilidad en diluciones
alcalinas y en soluciones acidas minerales, también son sustancias neutras y no-volatiles,
presentan estabilidad ante el calor. Las dosificaciones de los tweens como emulsificantes y

solubilizantes: 1 — 15 % y como humectantes: 0,1 — 3 %. (Sierra, 1957, pp. 15-22)
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El texapon o genapon es utilizado para que las grasas puedan ser arrastradas con el agua de
aclarado, este suele incrementar la viscosidad de la mezcla, evita que los detergentes se
descompongan El emulsificante ayuda a disolver algunos componentes poco solubles en agua de
la mezcla. Texapon o Genapon son nombres comerciales de distintos detergentes empleados en

estas formulaciones.

En la investigacidn del tema “Biodegradacion parcial de aceites residuales usados utilizando
Aspergillus niger, Rhizopus sp. y Saccharomyces cerevisiae” se realizo la preparacion de 10, 20
y 30 % de aceites residuales vegetal y de lubricante en este estudio se realizaron mediciones de
la cinética de crecimiento a través del método de densidad dptica midiendo el indice de

transmitancia. (Marquez, et al., 2015, p. 90)

Biodegradacién este procedimiento fue aplicado por el método del consumo lipidico en el que
se habia pesado previamente el matraz con medio Czapekdox+ARU (vegetal y lubricante) y por
diferencia de peso inicial versus final (tratado) por 20 dias a 28 a 30°C. La biodegradacion se
determind por el indice de degradacion (1.D) en el que juega un papel importante la concentracion

de la emulsion y la absorcion leida.

Se determind que las tres especies fingicas que crecen en presencia de aceites residuales como
Unica fuente de carbono, estas cuentan con el sistema enzimatico para la degradacion y/o
transformacion de este tipo de sustancias. Siendo la concentracion dptima de los aceites residuales
en el medio de cultivo Czapekdoxde 10% v/v que garantiza el mayor crecimiento de las especies

fangicas Aspergillus niger, Rhizopus sp. Y Saccharomyces cerevisiae.

Se demostrd que los aceites residuales presentan cambios significativos de sus propiedades fisicas
fundamentales mientras que en la composicion quimica del aceite vegetal residual no se observé
cambios significativos en el perfil de &cidos grasos después del biotratamiento, con la excepcion
del &cido linolenico el cual presentd una ligera disminucion en presencia de Saccharomyces

cerevisiae.

Se demostr6 que Aspergillus niger es la cepa fungica que posee mayor potencial biodegradador
de aceites residuales usados, ya que el mismo obtuvo los valores més altos en el incremento de
la biomasa y productividad tanto para el ARUV como para ARUL obteniéndose un porcentaje de

rendimiento en consumo del lipido de 61,74% (£0,16) para ARUV y 59,69% (+0,6) ARUL .
(Marquez, et al., 2015, p. 90)
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CAPITULOII

2. METODOLOGIA

2.1 Hipotesis y especificacion de las variables

2.1.1  Hipdtesis General:

e Lacapacidad para degradar aceites vegetales residuales utilizando el hongo Aspergillus niger

es mayor a la de la levadura Saccharomyces cerevisiae

2.1.2  Hipdtesis Especificas:

e Las caracteristicas fisico-quimicas del aceite vegetal residual influyen en la accién

microbioldgica del hongo Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae.

e Es posible realizar el crecimiento y acondicionamiento del hongo Aspergillus niger y

Saccharomyces cerevisiae en el laboratorio

e El hongo Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae tienen capacidad de

degradar los aceites vegetales residuales generados en el proceso de frituras.

e Las caracteristicas fisico-quimicas del aceite vegetal residual influye su tratamiento con

microorganismos Aspergillus niger y de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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2.2 Tipo y Disefio de Investigacion

Por el disefio de investigacion es experimental para el cual se realiz6 un disefio de bloques
completamente al azar DBCA para las pruebas en el laboratorio en lo referente la determinacion
de biomasa y biodegradacion de aceite vegetal procedente de la actividad de frituras de alimentos,
antes y después del tratamiento aplicado con Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae

respectivamente.

Por el tipo de investigacion es aplicada, porque se persigue un fin directo e inmediato el cual
propuso la biodegradacion de los aceites vegetales procedentes del proceso de fritura mediante
la aplicacion de los tratamientos utilizando del hongo Aspergillus niger y la levadura
Saccharomyces cerevisiae para determinar cuél es el microorganismo que mayormente degrada

los aceites usados.

Por temporalidad es longitudinal, mediante esta investigacién se obtuvieron datos a lo largo de la
investigacion en periodos de tiempo concretos los mismos que determinan una evaluacién con
respecto a las variaciones del aceite vegetal procedente del proceso de frituras antes y después de
aplicar el tratamiento con Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae. Las variaciones se

determinaron en las propiedades fisico quimicas de los aceites.

Por el tipo de enfoque son cualitativo y cuantitativo. Cualitativo porque se recolectd datos sin
medicién numérica que demuestran las caracteristicas de adaptabilidad de Aspergillus niger y de
Saccharomyces cerevisiae. Es cuantitativo porque se va a recolectar datos fisicos, quimicos antes
y después del proceso de biodegradacion, datos recolectados durante el periodo: abril 2016-enero
de 2017

2.3 Unidad de anélisis

o Aceite vegetal procedente de frituras antes de aplicar el tratamiento
e Microorganismos (Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae)
e Aceite vegetal procedente de frituras después del tratamiento

2.4 Poblacion de estudio

El lugar de estudio se realizo en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en la Facultad de

Ciencias Pecuarias en el Laboratorio de Biotecnologia animal y en la Facultad de Ciencias en el
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laboratorio de Quimica Analitica donde se realizaron los procedimientos para la biodegradacion
de aceites vegetales procedentes de fritura los mismos que se trasladaron desde el cantén Loreto,
los analisis de los perfiles de &cidos grasos se los determiné en el Laboratorio del INIAP

El restaurante “El turista” ubicado en el Cantén Loreto Provincia de Orellana realiza el cambio
de aceite que ha sido utilizado en el proceso de frituras cada 7 dias, la activad del mismo genera
unos 20 litros de aceite de frituras en el periodo de 30 dias, estos aceites desechados hacia los
colectores de basura en envases plasticos ocasionando la contaminacion de los recursos naturales

(suelo, agua), una pequefia cantidad es eliminada por los desaguies.

El Canton Loreto se encuentra ubicado en la parte oeste de la provincia de Francisco de Orellana,
se encuentra a unos 60 km de la capital provincial, limita al norte, sur y oeste con la provincia
del Napo, y al este con el cantdn Orellana. La temperatura oscila de 20°C a 30°C, el clima en la
zona baja, es lluvioso tropical, en la zona intermedia es lluvioso templado y en la zona alta es

lluvioso frio, con precipitaciones gue van desde 5.000 a 6.000 mm.

2.5 Tamafio de la muestra

Se recolectaron aproximadamente 3 litros aceite vegetal procedente de frituras para la

determinacion de ensayos en los laboratorios.

2.6 Seleccién de la muestra

e Por lo que se tomaron 1.00 litros de aceites en cada muestreo por lo que se obtuvieron un
total de 3 litros de aceite vegetal procedente de frituras tomados durante 3 semanas.
o cepa de Aspergillus niger

o cepa de Saccharomyces cerevisiae
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2.7 Esquema del Proceso
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Figura 1-2: Esquema general del proceso
Realizado por: LOPEZ, Karina,2017

2.7.1  Fase de muestreo de aceites vegetales procedentes de frituras

2.7.1.1 Método

Mediante un entrevista que se la realizdé al Sr. Neldon Agila propietario del Restaurant “El
Turista” se determind que el cambio de aceite se lo hacia cada 7 dias cada sabado por lo que se
realizé el muestreo de 1.00 litro de aceite vegetal este proceso se lo repitié durante 3 semanas
obteniéndose un volumen total de 3 L cada muestreo se realizo a las 6:00 am hora en la que el

aceite de encuentra a temperatura ambiente, se recolectaron datos del pH temperatura del aceite.
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Colocado el equipo de proteccion se realizd el muestreo de forma manual identificando las
muestras como: muestra 1 (M1): aceite vegetal de frituras en la semana 1, fecha 9 de abril de
2016, muestra 2 (M2): aceite vegetal de frituras en la semana 2 fecha 16 de abril de 2016, muestra
3 (M3): aceite vegetal de frituras en la semana 3 fecha 23 de abril de 2016 para el etiquetado de
cada muestra. Se llenaron campos ver Anexo H.

Los frascos en los que se realizo la recoleccidn de las muestras estuvieron previamente lavados
y bien secos, el transporte se realizé en un cooler con gel hielo y las muestras fueron finalmente
almacenadas en refrigeracion a 4°C en el laboratorio de Biotecnologia animal de la Facultad de
Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, hasta el momento de su

utilizacion.

Tabla 1-2 : Tabla de materiales y reactivos utilizados

Materiales Equipos Reactivos
Aceite vegetal procedente de frituras Agitador magnético Agar
Agua estéril Agitador orbital alcohol
Algodén Autoclave Cloranfenicol C11H12C2N20s
Asa de siembra Balanza analitica Cloruro de potasio KCI
Bolsas de tela Céamara de calor Fosfato dipotasicoK:HPO,
Cajas petri Espectrofotémetro Glicerofosfato de magnesio
C3H70,POsMg

Cepas de Aspergillus niger Incubadora Nitrato s6dico NaNOs3
Cepas de Saccharomyces cerevisiae Mechero Sulfato ferroso FeSO,4
Cooler Refrigeradora Sulfato de potasio K>SO,
Esfero tinta indeleble Sorbona Sulfato magnésico MgSO4
Espétula Viscosimetro Texapon

Etiquetas
Frasco de vidrio con tapa de 150 mL
Frascos de vidrio color &mbar 1L
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Frascos de vidrio color &mbar de 30 mL

Frascos de vidrio de 300 mL con tapa

Gasa

Gel hielo

Gradillas

Guantes

Mandil

Marcador

Mascarilla

Matraces de 500 mL

Mechero

Papel aluminio

Parafilm

Pipetas de 10 mL

Recipiente plastico de 5 litros

Termometro

Tiras medidoras de Ph

Tubos de ensayo

Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

2.7.2  Caracterizacion fisico quimica del aceite vegetal procedente de frituras antes y
después del tratamiento

2.7.2.1 Método

Se colocaron las muestras simples del aceite vegetal procedente de frituras en el recipiente
pléstico de 5 litros, se homogenizd la muestra, se filtro el aceite, se registraron datos de pH,
temperatura, se tomaron 500 ml de la muestra compuesta y se realizaron los andlisis de densidad
con el método del picndmetro y viscosidad los 2.5 litros restantes se almacenaron en la botella

ambar en refrigeracion.
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Posteriormente se tomaron 15 ml de aceite vegetal procedente de frituras antes del biotratamiento,
el mismo se coloc6 en un frasco &mbar y fue enviado al laboratorio del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias donde se realizaron andlisis quimicos del aceite vegetal
procedente de frituras. Ver anexo A

Luego del tratamiento con EI Hongo Asperguillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae
se tomod una muestra de 15 ml correspondiente de cada tratamiento y se realizd los analisis de
densidad con el método del picnémetro y viscosidad con el viscosimetro rotatorio. Ver Anexo J.
Luego del biotratamiento se tomaron 15 ml de aceite vegetal procedente de frituras, el mismo se
colocd en un frasco ambar y fue enviado al laboratorio del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias donde se realizaron analisis quimicos del aceite vegetal procedente de frituras. Ver

anexo A

2.7.3  Adaptacion del Hongo Aspergillus niger en medio czapek sélido con aceite
vegetal procedente de frituras

2.7.3.1 Método

Se prepard el medio de cultivo czapek para lo cual se utilizaron: el nitrato sédico NaNOs, el
fosfato dipotasico K,HPO4, sulfato magnésico MgSQs, cloruro de potasio KCI, sulfato ferroso
FeSQ., agar, (ver anexo D) el aceite vegetal de frituras que fue sustituido en vez de sacarosa de
la férmula original del medio de cultivo czapek, a esta mezcla se le incorporé Texap6n como gel

emulsificante y cloranfenicol.

Todos estos componentes se utilizaron con 100 mL de agua estéril, posteriormente se colocé en
el agitador magnético para homogenizar los componentes del medio de cultivo alrededor de 8
minutos estuvieron en el agitador, se midi6 el pH mediante tiras medidoras de pH, en una bolsa
de tela se colocaron las cajas Petri, y en otra bolsa de tela se colocé el medio de cultivo y se

procedio a esterilizar en el autoclave.

Se desinfectd del area de trabajo y de la Sorbona, una vez que salieron las cajas petri y el cultivo
estériles se trabajo en la sorbona se distribuy6 el contenido del medio de cultivo en las cajas, se
rotularon las cajas, solidifico el medio, se desinfecto el asa de siembra, se sembrd el hongo
Aspergillus niger, se coloc6 parafilm alrededor de las cajas de petri y se incubd en un periodo de
7 dias.
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2.7.4  Adaptacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae en medio zcapek solido con
aceite vegetal procedente de frituras.

2.7.4.1 Método

Se prepard el medio de cultivo czapek para lo cual se utilizaron: el nitrato sédico NaNOs, el
fosfato dipotasico K;HPO., sulfato magnésico MgSQO., cloruro de potasio KCI, sulfato ferroso
FeSQ,, agar, aceite vegetal de frituras que fue sustituido en vez de sacarosa de la formula original
del medio de cultivo czapek, (ver anexo D) a esta mezcla se le incorporé Texapon como gel

emulsificante y cloranfenicol.

Todos estos componentes se utilizaron con 100 mL de agua estéril, posteriormente se colocé en
el agitador magnético para homogenizar los componentes del medio de cultivo alrededor de 8
minutos estuvieron en el agitador, se midié el pH mediante tiras medidoras de pH, en una bolsa
de tela se colocaron las cajas Petri, y en otra bolsa de tela se colocé el medio de cultivo y se

procedio a esterilizar en el autoclave.

Se desinfect6 el &rea de trabajo y de la sorbona, una vez que salieron las cajas petri y el cultivo
estériles se utilizo la sorbona se distribuyd el contenido del medio de cultivo en las cajas y se
rotularon, solidificé el medio, se desinfect6 el asa de siembra, se sembr6 el Saccharomyces

cerevisiae, se colocd parafilm alrededor de las cajas de petri y se incub6 en un periodo de 8 dias.

2.7.5  Crecimiento del hongo Aspergillus niger en medio liquido con aceite vegetal

procedente de frituras.

2.75.1 Método

Se elabor6 el medio de cultivo czapek-dox modificado con los reactivos el nitrato sodico NaNOs,
glicerofosfato de magnesio C3H-0,P0O.Mg, cloruro de potasio KCI, sulfato ferroso FeSOa, sulfato
de potasio K;SO4, el aceite vegetal procedente de frituras reemplazéd a la sacarosa,
posteriormente se le afiadié Texapon y cloranfenicol. Los Calculos para la elaboracion el medio
czapek solido para 234 mL de agua para 26 tubos de ensayo con 9ml de compuesto en cada tubo

(ver anexo F).

Consecutivamente se uso el agitador magnético para homogenizar los componentes del medio de
cultivo en un periodo de 8 minutos, se midié el pH mediante tiras medidoras de pH, se colocaron
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en una bolsa de tela los tubos de ensayo previamente rotulados y se colocaron sus respectivos
tapones de gasa-algodon, las pipetas, y en otra bolsa se tela se procedi6 a esterilizar en el medio

de cultivo en el autoclave.

Se desinfectd el rea de trabajo y de la sorbona, una vez que salieron los tubos de ensayo se
colocaron en la gradilla, se esper6 que el medio adquiera temperatura ambiente luego se agreg6
Aspergillus niger, se agito y se procedi6 a distribuir el medio con el microorganismo en los 26
tubos rotulados y en los frascos de vidrio con tapa, Se realizé de medicién de la capa de aceite

en cada tubo.

Luego se incubaron en una cdmara de calor a una temperatura constante y se mantuvo en agitacion
constante con el agitador orbital, se tomaron datos cualitativos (olor, color del aceite) y

cuantitativos (densidad éptica) por un periodo de 25 dias.

En otros 4 matraces se elabor6 el medio de cultivo czapek-dox modificado con los reactivos el
nitrato sodico NaNOs, glicerofosfato de magnesio CsH;02P0OsMg, cloruro de potasio KClI, sulfato
ferroso FeSQOy, sulfato de potasio K.SO4, se reemplazo la sacarosa por el aceite vegetal procedente
de frituras por una mezcla de aceite de frituras mas texapdn en un relacion 60-40 utilizando 27mL

de este compuesto al que se le afiadié Texap6n y cloranfenicol. Ver anexo G

Se elaboré el medio de cultivo czapek-dox modificado pesando los siguientes reactivos: 0.5 g de
NaNOs, 0.125 g de C3H70,POsMg, 0.125 g de KCI, 0.00234 g de FeSO,, 0.0875 g de K3SO4
reemplazando los 7.02 g de C12H2,011 por una mezcla de aceite de frituras mas texapon en un
relacion 60-40 utilizando 27 ml de este compuesto, posteriormente se agrega media capsula de
C11H12CIoN,Os (cloranfenicol).

Todos estos componentes en un frasco de vidrio con tapa se afor6 con agua destilada hasta
alcanzar los 250 ml, posteriormente se colocd el frasco de vidrio tapado en el agitador magnético
durante 8 minutos, se registr6 el pH posteriormente se tap6 el matraz de 500 ml con un tapén
elaborado con gasa y algodén el tapdn fue cubierto por papel aluminio el matraz fue colocado en

una bolsa de tela para su posterior esterilizacion.

Una vez que salié estéril el material se esper6 hasta que adquiera temperatura ambiente y se
inoculo el Aspergillus niger 0.05 g en cada uno de los matraces se taparon los matraces con los
tapones de gasa-algodén y se colocd como capuchon papel aluminio, este material se llevé a la
camara de calor a 32 °C y en el agitador orbital se mantuvieron durante 25 dias realizando
observaciones periddicas.
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Una vez transcurridos los 25 dias se dejé en reposo se midio la cantidad aceite presente después

de aplicado el tratamiento dando 25 mL (capa lipidica final), posteriormente se tomaron 15 ml

de aceite tratado, los mismos se colocaron en un frasco &mbar y fue enviado al laboratorio del

Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias donde se realizaron andlisis de los acidos

grasos. Ver anexo A

Célculo Incremento de la Biomasa (1.B)

1.B=“**,100

xf
Donde:
Xf= Biomasa final;
Xi= Biomasa Inicial.
(Ver resultados Anexo K)
Indice de Degradacion (1.D)

ID=24100k
xt

_ A
Cxe

Donde:

Xi= capa lipidica inicial,
Xf= capa lipidica final
AN

C= concentracidn de la disolucion leida

absorcion leida

e= espesor de la cubeta en cm

(Ver resultados Anexo L)
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2.7.6  Crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en medio liquido con aceite
vegetal procedente de frituras

2.7.6.1 Método

Se elabor6 el medio de cultivo czapek-dox modificado con los reactivos el nitrato sodico NaNOs,
glicerofosfato de magnesio CsH;0.P0OsMg, cloruro de potasio KCI, sulfato ferroso FeSO., sulfato
de potasio K2SO4, se reemplazo la sacarosa por el aceite vegetal procedente de frituras por una
mezcla de aceite de frituras mas texapon en un relacion 60-40 utilizando 27 ml de este compuesto

al que se le afiadié Texapdn y cloranfenicol como para ejercer control bacteriano. (ver anexo F)

Consecutivamente se uso el agitador magnético para homogenizar los componentes del medio de
cultivo czapek dox modificado se midié el pH, en una bolsa tela los tubos de ensayo con sus
respectivos tapones de gasa-algodon, las pipetas, y en otra bolsa se tela se procedi a esterilizar
en el medio de cultivo en el autoclave. Se desinfectd el area de trabajo y de la sorbona, una vez

que salieron los tubos de ensayo se colocaron en la gradilla y se rotularon.

Luego se agregd Saccharomyces cerevisiae en el medio de cultivo estéril y frio, se agitd y se
procedid a distribuir el medio con el microorganismo en los tubos rotulados y en los frascos de
vidrio con tapa, posteriormente se incubaron en una cdmara de calor y se mantuvo en agitacion
constante con el agitador orbital, se tomaron datos cualitativos (color, olor) y cuantitativos

(densidad 6ptica)

En otros 4 matraces se elaboré el medio de cultivo czapek-dox modificado con los reactivos el
nitrato sédico NaNOs, glicerofosfato de magnesio CsH-,0,PO.Mg, cloruro de potasio KClI, sulfato
ferroso FeSOy, sulfato de potasio K.SO4, se reemplazo la sacarosa por el aceite vegetal procedente
de frituras por una mezcla de aceite de frituras méas texapon en un relacion 60-40 utilizando 27
ml de este compuesto al que se le afiadié Texapon y cloranfenicol. (ver anexo G)

Se elabord el medio de cultivo czapek-dox modificado pesando los siguientes reactivos: 0.5 g de
NaNOs, 0.125 g de CsH70,PO:Mg, 0.125 g de KCI, 0.00234 g de FeSO,, 0.0875 g de K.SO,
reemplazando los 7.02 g de C12H2,011 por una mezcla de aceite de frituras méas texapon en un
relacion 60-40 utilizando 27 ml de este compuesto posteriormente se afiade media capsula de
C11H12CI2N20s (cloranfenicol)

Todos estos componentes en un frasco de vidrio con tapa se aforé con agua destilada hasta

alcanzar los 250 ml, posteriormente se coloco el frasco de vidrio tapado en el agitador magnético

durante 8 minutos, se registré el pH, posteriormente se tapd el matraz de 500 ml con un tapon
37



elaborado con gasa y algodon el tapon fue cubierto por papel aluminio el matraz fue colocado en
una bolsa de tela para su posterior esterilizacion.

Una vez que sali¢ estéril el material se esper6 hasta que adquiera temperatura ambiente y se
inocul6 Saccharomyces cerevisiae 0.05 g cada uno de los matraces se taparon los matraces con
los tapones de gasa-algoddn y se colocd como capuchon papel aluminio, este material se llevé a
la cdmara de calor a 32 °C y en el agitador orbital se mantuvieron durante 25 dias realizando

observaciones periddicas.

Transcurridos los 25 dias se dejé en reposo se midid la cantidad aceite presente después de
aplicado el tratamiento dando 25,5 mL, posteriormente se tomaron 15 ml de aceite tratado y se
colocaron en un frasco &mbar y en un cooler transportador con gel hielo la muestra fue enviada
al laboratorio del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias donde se analizaron

analisis de los &cidos grasos. Ver anexo A

Célculo Incremento de la Biomasa (1.B)

I.B = xfx—;xt * 100 Ecuacion 1-2
Doénde:
Xf= Biomasa final;
Xi= Biomasa Inicial.
(Ver resultados Anexo K)
indice de Degradacion (1.D)
ID=2:100k Ecuacion 2-2
k=2 Ecuacion 3-2
Cxe
Doénde:
Xi= capa lipidica inicial;
Xf= capa lipidica final
A)\= absorcion leida
C= concentracion de la disolucion leida
e= espesor de la cubeta en cm (Ver resultados Anexo )
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CAPITULO 11

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis de Resultados

3.1.1 Fase de muestreo de aceites vegetales procedentes de frituras

En el proceso de muestreo del aceite vegetal procedente de frituras se procedi6 a ubicar los puntos
de muestreo en el Restaurante “El Turista” ubicado en el canton Loreto, se procedié a tomar tres
muestras representativas de 1 litro con los estandares de seguridad, se transportaron en cooler con
gel hielo en botellas &mbar para su conservacion.

Se tomaron datos fisicos como pH, temperatura, en el laboratorio en el Biotecnologia animal de
la Facultad de Ciencias Pecuarias de la ESPOCH. Los datos tomados de la primara muestra de
aceite vegetal procedente de frituras fue de pH 5 y Temperatura de 16°C, la segunda muestra
arrogo un pH de 5y temperatura de 17°C y la tercera muestra tuvo un pH de 5 y Temperatura de
16°C cada muestreo se lo realizo a las 6 am por lo que a esa hora se encuentra temperatura
ambiente y no existia actividad en el lugar.

3.1.2 Caracterizacion fisico del aceite vegetal procedente de frituras antes y después de
la biodegradacion

El resultado del parametro fisico del aceite antes de someterse al tratamiento presentd una
densidad de 0,901 g/cm® v la viscosidad fue de 138.87 n Poise.

Despues del tratamiento disminuye con el Hongo Aspergillus niger a una densidad de 0.876 g/cm?®
y la viscosidad fue de 138.34 n Poise esto se debe que ademas del caldo microbiano la adicion de
texapon altera significativamente las propiedades fisicas, su coloracién fue menos turbia de la
muestra inicial.

39



Con la levadura Saccharomyces cerevisiae presento una densidad de 0.866 g/cm?® 'y la viscosidad
fue de 138.22 n Poise esto se debe que ademas del caldo microbiando la adicidn de texapon altera
significativamente las propiedades fisicas y presento una coloracion menos turbia y de color
amarillo claro.

En las muestras iniciales el aceite de frituras proveniente del muestreo presento un olor
caracteristico fuerte y desagradable. Después del tratamiento su olor fue caracteristico para cada

uno de los tratamientos su intensidad fue baja y soportable (Ver Anexo J).

3.1.3 Caracterizacién quimica del aceite vegetal procedente de frituras antes y después de
la biodegradacion

En base a los andlisis obtenidos del aceite vegetal proveniente de frituras los acidos grasos mas
significativos sus unidades son en porcentaje y también se procedid a realizar una réplica de cada

uno de estos.

Los é&cidos grasos de la primera muestra de aceite vegetal proveniente de frituras Acidos Grasos
. Miristico 0,41, Acido Palmitico 29,69, Acido Palmitoléico 1,07, Acido Heptadecanoico 0,13,
Acido Estearico 4,69, Acido Oléico 32,61, Acido Araquidico 0,91, Acido cis-11 Eicosanoico
0,63, Acido Linolénico 2,82.

Cabe destacar que cada uno de ellos son independientes y su composicion varia en porcentaje.
Asi que se clasifica en base a los resultados obtenidos y se hace un andlisis:
1. Primera muestra: Aceite vegetal proveniente de frituras su titulacion es AcFr
2. Segunda muestra: Aceite vegetal proveniente de frituras con el medio de cultivo y el
emulsificante cuya titulacion es Em.
3. Tercera muestra: Tratamiento con el hongo Aspergillus niger y su titulacion es Asp.

4. Cuarta muestra: Tratamiento con Saccharomyces cerevisiae y su titulacion es Scc.

A partir de los resultados obtenidos hacemos una comparacion a cada uno de los &cidos grasos.

Acido Miristico

La concentracion inicial del Acido Miristico en el aceite de frituras es 0,41 % (concentracion
méaxima) en la segunda muestra (emulsion) es de 0,32 % se hace una solucién menos concentrada
por la mezcla con el medio de cultivo. Segln los tratamientos aplicados: para Aspergillus niger
es de 0,41 % y para Saccharomyces cerevisiae 0,44 %, ninguno de los dos tratamientos fue

eficiente ya que en el primero se mantiene y en el segundo aumenta su concentracion.
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Acido Palmitico

La concentracion inicial del Acido Palmitico en el aceite de frituras es 20,69 %, la segunda
muestra (emulsion) es de 22,68% esta concentracion aumenta 2,01 % se debe a los aditivos del
medio de cultivo. Segun los tratamientos aplicados obtenemos: para Aspergillus niger es de
20,63% y para Saccharomyces cerevisiae 21,38 %, la concentracion con el primer tratamiento fue
mas eficiente se redujo un 0,06 % y en el segundo hubo un incremento de este &cido en 0,69 %.

Acido Palmitoléico

La concentracién inicial del Acido Palmitoléico en el aceite de frituras es de 1,07 % es la
concentraciéon maxima, en la segunda muestra (emulsion) es de 0,79 % se hace una solucién
menos concentrada posiblemente por la accion del gel emulsificante. Para Aspergillus niger es de
1,05 % y para Saccharomyces cerevisiae 1,10 %, la concentracion con el primer tratamiento fue

mas eficiente se redujo un 0,02 % y en el segundo hubo un incremento de este acido en 0,03 %.

Acido Heptadecanoico

La concentracion inicial del Acido Heptadecanoico en el aceite de frituras es de 0,13 %,
encontramos que en la segunda muestra (emulsion) es de 0,17 % esta concentracion aumenta en
un 0,04 % posiblemente por la reaccién del agente emulsificante. Finalmente, segin los
tratamientos aplicados obtenemos los siguientes valores: para Aspergillus niger es de 0,12 % y
para Saccharomyces cerevisiae 0,13 %, en base a estos resultados determinamos que la
concentracion con el primer tratamiento fue mas eficiente ya que se redujo un 0,01 % y en el

segundo se mantuvo la concentracion de 0,13 %.

Acido Esteérico

La concentracion inicial del Acido Estearico en el aceite de frituras es de 4,69 %, en la segunda
muestra (emulsion) es de 8,88 % esta concentracion aumenta en un 4,19 % este incremento se
debe posiblemente a la composicion del agente emulsificante. Para Aspergillus niger es de 4,60
% y para Saccharomyces cerevisiae 4,69 %, la concentracion con el primer tratamiento fue méas

eficiente ya que se redujo un 0,09 % y en el segundo se mantuvo la concentracion de 4,69 %.

41



Acido Oléico

La concentracion inicial del Acido Oléico en el aceite de frituras es de 32,61 %, la segunda
muestra (emulsion) es de 34,89 % esta concentracion aumenta probablemente a la presencia de
texapon, Para Aspergillus niger es de 33,35 % y para Saccharomyces cerevisiae 32,79 %, la
concentracion con el primer tratamiento se incrementd 0,74 % y en el segundo aumento la
concentracion de 0,18 % por lo tanto los dos tratamientos fueron ineficientes para la reduccion de
este &cido graso

Acido Linoléico

La concentracion inicial del Acido Linoléico en el aceite de frituras es de 34,18 %, la segunda
muestra (emulsidn) es de 26,82 % esta concentracion disminuye 7,36 % se debe a los aditivos del
medio de cultivo. Para Aspergillus niger es de 34,24 % y para Saccharomyces cerevisiae 33,47%,
en base a estos resultados determinamos que la concentracion con el primer tratamiento aumento
0,06 % vy en el segundo disminuyo la concentracion en 0,71 %, el segundo tratamiento es mas

eficiente.

Acido Araquidico

La concentracion inicial del Acido Araquidico en el aceite de frituras es de 0,91 %, la segunda
muestra (emulsién) es de 0,53 % esta concentracion disminuye 0,38 % se debe a los aditivos del
medio de cultivo. Para Aspergillus niger es de 0,67 % y para Saccharomyces cerevisiae 0,98 %,
que la concentracion con el primer tratamiento disminuyo 0,24 % y en el segundo disminuyo la

concentracién en 0,07 % por lo tanto el primer tratamiento es mas eficiente.

Acido cis-11 Eicosanoico

La concentracion inicial del Acido cis-11 Eicosanoico en el aceite de frituras es de 0,63 %,
encontramos que en la segunda muestra (emulsion) es de 0,46 % esta concentracion disminuye
0,17 % posiblemente por la compatibilidad con el agente emulsificante. Para Aspergillus niger es
de 0,56 % y para Saccharomyces cerevisiae 0,60 %, la concentracion con el primer tratamiento
disminuyo 0,07 % y en el segundo disminuyo la concentracion en 0,03 % por lo tanto el primer

tratamiento es mas eficiente.
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Acido Linolénico

La concentracion inicial del Acido Linolénico en el aceite de frituras es de 2,82 %, encontramos
que en la segunda muestra (emulsion) es de 1,97 % esta concentracion disminuye 0,85 %
posiblemente por la compatibilidad del gel emulsificante. Para Aspergillus niger es de 2,66 %y
para Saccharomyces cerevisiae 2,65 %, la concentracion con el primer tratamiento disminuyo
0,16 % y en el segundo disminuyo la concentracién en 0,17 % por lo tanto el primer tratamiento

es mas eficiente.

3.1.4  Adaptacién del Hongo Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae

en medio s6lido con aceite vegetal procedente de frituras.

La adaptacion del hongo Aspergillus niger al medio sélido se realizé una réplica para obtener
colonias puras y se procedié al almacenamiento estas colonias, fueron controladas en sus
requerimientos fisicos y nutritivos diariamente.

Se evidencid adaptabilidad positiva ya que se constatd a los 7 dias crecimiento del hongo y
present6 una coloracion negra caracteristica del mismo.

El crecimiento del hongo Aspergillus niger en medio sélido con aceite de fritura no existié un
mayor cambio en proceso de crecimiento del hongo, notandose el incremento normal, su
crecimiento fue de 90% en el medio de cultivo.

Figura 1-3: Adaptacion del hongo Aspergillus niger en medio
solido con aceite vegetal procedente de frituras.

Realizado por: LOPEZ, Karina,2017
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El crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en medio sélido con aceite de fritura
fue normal y no hubo mayor cambio en el medio de cultivo, notandose el incremento normal de
la levadura (colonias), sin embargo su crecimiento fue de 75% en el medio.

Figura 2-3: Adaptacion de la levadura Saccharomyces
cerevisiae en medio s6lido con aceite de fritura

Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

En condiciones controladas en la estufa tomando en cuenta la temperatura éptima para el
crecimiento que es de 32°C, el periodo de crecimiento tuvo una duracién de 7 dias desde las
réplicas del hongo y levadura respectivamente en el medio sélido con aceite vegetal procedente
de frituras.

3.1.5  Crecimiento del Hongo Aspergillus niger en medio liquido con aceite vegetal

procedente de frituras.

El crecimiento del Hongo Aspergillus niger con el caldo czapek-dox modificado y la emulsion
requirié de condiciones controladas, el cual tuvo un lapso de tiempo necesario para su desarrollo
de 25 dias y agitacion constante en la camara de calor desde su inoculacion. Para el tratamiento
se tom6 una muestra testigo la cual no fue inoculada para evidenciar si existia algin tipo de
contaminacion su color era amarillento, olor a comida descompuesta y su aspecto fue turbio claro.
Para evidenciar sus caracteristicas se tomé un tubo de muestra designado para cada dia.

Se constato que el dia 1-8 presento un color Marrén coloracion amarillenta oscura, olor a comida
descompuesta su aspecto fue turbio.

Pasando los 9-18 dias tuvo un color Marroén sin agitar se eleva el aceite y presenta coloracion
amarillenta més clara, se redujo el mal olor y su aspecto fue turbio.
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Luego de haber transcurrido un periodo de 25 dias de crecimiento con el Hongo Aspergillus niger
en medio liquido con aceite vegetal procedente de frituras se constaté un color amarillento clara
casi transparente sin presencia de olor.

Dia 1-9 Dia 9-18 Dia 19-25

Figura 3-3: Crecimiento el Hongo Aspergillus niger en caldo czapek dox modificado con aceite
vegetal procedente de frituras en 9ml de muestra.

Realizado por: LOPEZ, Karina,2017

3.1.6  Crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en medio liquido con aceite
vegetal procedente de frituras.

Se constaté el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae con el caldo czapek-dox
modificado y la emulsion requirié de condiciones controladas, el cual tuvo un tiempo de
desarrollo de 25 dias y agitacion constante en la cdmara de calor desde su inoculacion. De la
misma manera para este tratamiento se tomé una muestra testigo no fue inoculada para evidenciar
si existio algun tipo de contaminacion su coloracion era amarilleta olor a comida descompuesta y
su aspecto era turbio claro.

Los resultados del crecimiento durante los 25 dias se constaté que el dia 1-9 presento un color
Marrén presentd coloracion amarillenta oscura un olor a comida descompuesta su aspecto fue
turbio.

Pasando 10-19 dias tuvo un color Marrdn sin agitar se eleva el aceite y presenta coloracién
amarillenta més clara, se redujo el mal olor y su aspecto fue turbio.

Luego de haber transcurrido un periodo de 22-25 dias de crecimiento de la levadura
Saccharomyces cerevisiae en medio liquido con aceite vegetal procedente de frituras se constatd
un color amarillento clara casi transparente sin presencia de olor.
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Dia 1-9 Dia 10-19 Dia 20-25

Figura 4-3: Crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en caldo czapek-dox
modificado con aceite vegetal procedente de frituras en 9ml de muestra.

Realizado por: LOPEZ, Karina,2017

3.1.7  Medicion espectrofotométrica del caldo microbiano utilizado para la
biodegradacion con Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae

Medicidn espectrofotométrica de la muestra con Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae
respectivamente, se encuentran los resultados de dichas mediciones que se realizaron durante 25
dias. (Ver anexo I)

La medicion de absorbancia de la muestra con el Hongo Aspergillus niger tubo t1 Asp 0.292
cuando empezd el crecimiento microbiano, el tubo t7 presento 0.295 crecimiento en dia 7 lo que
significa que hay un crecimiento normal y consumo de carbono del aceite de frituras. El t16 Asp
0.297 de crecimiento fue el optimo de la exponencial donde se observa su consumo maximo de
carbono obtenido del aceite de frituras, en el dia 25 de crecimiento fue de 0.299 t25 Asp en este
dia no se observaron cambio significativos en el consumo de carbono y después del dia 25 el
hongo pierde su tiempo de vida util.

En la figura 3-5 se encuentra plasmado el crecimiento del hongo Aspergillus niger durante los 25

dias en este se evidencio mayor crecimiento.
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Figura 5-3: Crecimiento del hongo Aspergillus niger
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La medicidn de absorbancia de la muestra con la Levadura Saccharomyces Cerevisiae tubo t1
Asp 0.040 cuando empez6 el crecimiento microbiano, el tubo t7 presento 0.066 crecimiento en
dia 7 lo que significa que hay un crecimiento normal y consumo de carbono del aceite de frituras.
El t16 0.068 de crecimiento fue el éptimo de la exponencial donde se observa su consumo
maximo de carbono obtenido del aceite de frituras, en el dia 25 de crecimiento fue de 0.07 t25
Sc en este dia no se observaron cambio significativos en el consumo de carbono y después del dia

25 el hongo pierde su tiempo de vida util.

En la figura 3-5 se encuentra plasmado el crecimiento de la Levadura Saccharomyces Cerevisiae

durante los 25 dias en este se evidencio mayor crecimiento.

Crecimiento Saccharomyces Cerevisiae

Biomasa levadura / mL

15 20

Tiempo en dias

Figura 6-3: Crecimiento de la Levadura Saccharomyces Cerevisiae
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017
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Resultado del coeficiente de Incremento de la Biomasa (1.B)
El indice del incremento de biomasa de determina con el coeficiente de las mediciones de
absorbancia obtenidas tomando en cuenta las mediciones finales e iniciales (ver anexo K) arrojan

los siguientes resultados en la siguiente tabla:

Tabla 1-3: Tabla de coeficiente de incremento de Biomasa

xf Xi
Aspergillus niger 0.299 0.292
Saccharomyces cerevisiae 0.07 0.04

Realizado por: LOPEZ, Karina,2017

Resultados del Indice de Degradacion (1.D)

Se realizé por el método del consumo lipidico, el cual se llevé a cabo cada especie flngica con
el hongo Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae, pesando previamente el
matraz con medio Czapekdox modificado y por diferencia de peso inicial versus final (tratado)
por 25 dias a 32°C (ver anexo L). La biodegradacion se determind por el indice de degradacion
(1.D).

Tabla 2-3: Tabla del indice de Degradacion (1.D)

xf Xi A2 C e ID
Aspergillus niger 27 25 0.299 60 1 5.37%
Saccharomyces cerevisiae 27 255 0.07 60 1 12%

Realizado por: LOPEZ, Karina,2017

3.2 Comprobacion de Hipotesis

Hipdtesis a probar
Hy =efectoa; =0
H, =efectoa; # 0
Significancia
a = 0,05

Los resultados obtenidos de los analisis de acidos grasos mas importantes se encuentran ubicados

en el Anexo A. Los anélisis estadisticos para cada acido graso se representan a continuacion.
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Variable respuesta: Acido Miristico

Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F CcVv valor -p
microrganismos 0,0009 1 0,0009 65535 0,0036 0,07
error 0 2 0

Total 0,0009 3

De acuerdo al andlisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a = 0,05; no se

rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido Miristico.

Nombre

16-1305 AcFr

16-1306 Em

16-1307 Asp

16-1308 Scc

Acido Miristico

0,41

0,32

0,41

0,44

16-1305 ACFR

Acido Miristico

16-1306 EM

16-1307 ASP

16-1308 SCC

Figura 7-3 : Anélisis del &cido miristico
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Miristico en el aceite de frituras es 0,41 % (concentracion

maxima) en la segunda muestra (emulsién) es de 0,32 % se hace una solucién menos concentrada

por la mezcla con el medio de cultivo. Segun los tratamientos aplicados: para Aspergillus niger

es de 0,41 % y para Saccharomyces cerevisiae 0,44 %, ninguno de los dos tratamientos fue

eficiente ya que en el primero se mantiene y en el segundo aumenta su concentracion.

Variable respuesta: Acido Palmitico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F CcVv valor -p
microrganismos 0,5625 1 0,5625| 10,0987433| 1,0506 0,08638434
error 0,1114 2 0,0557

Total 0,6739 3

De acuerdo al analisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a = 0,05; no se

rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido Palmitico.

Nombre

16-1305 AcFr

16-1306 Em

16-1307 Asp

16-1308 Scc

Acido Palmitico

20,69

22,68

20,63

21,38

16-1305 ACFR

Acido Palmitico

16-1306 EM

16-1307 ASP

16-1308 SCC

Figura 8-3: Analisis del acido palmitico

Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Palmitico en el aceite de frituras es 20,69 %, la segunda

muestra (emulsion) es de 22,68% esta concentracion aumenta 2,01 % se debe a los aditivos del

medio de cultivo. Segun los tratamientos aplicados obtenemos: para Aspergillus niger es de

20,63% y para Saccharomyces cerevisiae 21,38 %, la concentracion con el primer tratamiento fue

mas eficiente se redujo un 0,06 % y en el segundo hubo un incremento de este &cido en 0,69 %.

Variable respuesta: Acido Palmitoléico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F cv valor -p
microrganismos 0,002025 1 0,002025 3,24 0,0240 0,21366635
error 0,00125 2 0,000625

Total 0,003275 3

De acuerdo al andlisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a@ = 0,05; no se
rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido Palmitoléico.

16-1308 Scc
11

16-1306 Em
0,79

16-1307 Asp
1,05

16-1305 AcFr
1,07

Nombre

Acido Palmitoleico

Acido Palmitoléico

16-1308 SCC

16-1305 ACFR 16-1306 EM 16-1307 ASP

Figura 9-3: Analisis del acido palmitoléico
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Palmitoléico en el aceite de frituras es de 1,07 % es la
concentracion maxima, en la segunda muestra (emulsion) es de 0,79 % se hace una solucion
menos concentrada posiblemente por la accion del gel emulsificante. Para Aspergillus niger es de
1,05 % y para Saccharomyces cerevisiae 1,10 %, la concentracion con el primer tratamiento fue
mas eficiente se redujo un 0,02 % y en el segundo hubo un incremento de este acido en 0,03 %.

Variable respuesta: Acido Heptadecanoico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F cv valor -p
microrganismos 0,0001 1 0,0001 65535 0,0006 0,06
error 0 2 0

Total 0,0001 3

De acuerdo al andlisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a@ = 0,05; no se
rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido Heptadecanoico.

Nombre 16-1305 AcFr 16-1306 Em 16-1307 Asp 16-1308 Scc

Acido Heptadecanoico 0,13 0,17 0,12 0,13

Acido Heptadecanoico

16-1308 SCC

16-1305 ACFR 16-1306 EM 16-1307 ASP

Figura 10-3: Analisis del 4cido Heptadecanoico
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Heptadecanoico en el aceite de frituras es de 0,13 %,
encontramos que en la segunda muestra (emulsion) es de 0,17 % esta concentracion aumenta en
un 0,04 % posiblemente por la reaccion del agente emulsificante. Finalmente, segun los
tratamientos aplicados obtenemos los siguientes valores: para Aspergillus niger es de 0,12 % y
para Saccharomyces cerevisiae 0,13 %, en base a estos resultados determinamos que la
concentracién con el primer tratamiento fue mas eficiente ya que se redujo un 0,01 % y en el
segundo se mantuvo la concentracion de 0,13 %.

Variable respuesta: Acido Esteérico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F CcVv valor -p
microrganismos 0,009025 1 0,009025 |  3,19469027 | 4,5796 0,21578607
error 0,00565 2 0,002825

Total 0,014675 3

De acuerdo al analisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a = 0,05; no se

rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido Estearico.

Nombre

16-1305 AcFr

16-1306 Em

16-1307 Asp

16-1308 Scc

Acido Esteéarico

4,69

8,88

4,6

4,69

16-1305 ACFR

Acido Estearico

16-1306 EM

16-1307 ASP

16-1308 SCC

Figura 11-3: Analisis del &cido estearico

Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Estearico en el aceite de frituras es de 4,69 %, en la segunda

muestra (emulsion) es de 8,88 % esta concentracion aumenta en un 4,19 % este incremento se

debe posiblemente a la composicion del agente emulsificante. Para Aspergillus niger es de 4,60

% y para Saccharomyces cerevisiae 4,69 %, la concentracion con el primer tratamiento fue mas

eficiente ya que se redujo un 0,09 % y en el segundo se mantuvo la concentracion de 4,69 %.

Variable respuesta: Acido Oléico
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Fuente de[Suma de|Grados de|cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F CcVv valor -p
microrganismos 0,319225 1 0,319225 2,38005592 1,2996 0,26285359
error 0,26825 2 0,134125

Total 0,587475 3

De acuerdo al analisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a = 0,05; no se
rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al acido oléico.

Nombre 16-1305 AcFr 16-1306 Em 16-1307 Asp 16-1308 Scc
Acido Oléico 32,61 34,89 33,35 32,79
Acido Oléico

16-1308 SCC

16-1305 ACFR 16-1306 EM 16-1307 ASP

Figura 12-3: Analisis de &cido oléico
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017
La concentracion inicial del Acido Oléico en el aceite de frituras es de 32,61 %, la segunda

muestra (emulsion) es de 34,89 % esta concentracion aumenta probablemente a la presencia de
texapon, Para Aspergillus niger es de 33,35 % y para Saccharomyces cerevisiae 32,79 %, la
concentracion con el primer tratamiento se incrementé 0,74 % y en el segundo aumento la
concentracion de 0,18 % por lo tanto los dos tratamientos fueron ineficientes para la reduccion de
este 4cido graso.

Variable respuesta: Acido Linoléico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F cv valor -p
microrganismos 0,5929 1 0,5929 2,05868056 | 13,7641 0,28779987
error 0,576 2 0,288

Total 1,1689 3

De acuerdo al analisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a = 0,05; no se

rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido Linoléico.

Nombre

16-1305 AcFr

16-1306 Em

16-1307 Asp

16-1308 Scc

Acido Linoléico

34,18

26,82

34,24

33,47

16-1305 ACFR

Acido Linoléico

16-1306 EM

16-1307 ASP

16-1308 SCC

Figura 13-3: Analisis de linoléico
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Linoléico en el aceite de frituras es de 34,18 %, la segunda
muestra (emulsidn) es de 26,82 % esta concentracion disminuye 7,36 % se debe a los aditivos del

medio de cultivo. Para Aspergillus niger es de 34,24 % y para Saccharomyces cerevisiae 33,47%,

en base a estos resultados determinamos que la concentracion con el primer tratamiento aumento

0,06 % y en el segundo disminuyo la concentracion en 0,71 %, el segundo tratamiento es mas

eficiente.

Variable respuesta: Acido Araquidico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F CcVv valor -p
microrganismos 0,093025 1 0,093025 1,74776891 0,1806 0,31710237
error 0,10645 2 0,053225

Total 0,199475 3

De acuerdo al analisis de varianza se verifica que el valor-p es menor que un @ = 0,05; se rechaza
Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp 'y Scc con respecto

al Acido Araquidico.

16-1305 ACFR

16-1306 EM

16-1307 ASP

16-1308 SCC

Nombre 16-1305 AcFr 16-1306 Em 16-1307 Asp 16-1308 Scc
Acido Araquidico 0,91 0,53 0,67 0,98
Acido Araquidico

Figura 14-3: Analisis del &cido araquidico

Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Araquidico en el aceite de frituras es de 0,91 %, la segunda
muestra (emulsion) es de 0,53 % esta concentracion disminuye 0,38 % se debe a los aditivos del
medio de cultivo. Para Aspergillus niger es de 0,67 % y para Saccharomyces cerevisiae 0,98 %,

que la concentracion con el primer tratamiento disminuyo 0,24 % y en el segundo disminuyo la

concentracion en 0,07 % por lo tanto el primer tratamiento es mas eficiente.

Variable respuesta: Acido cis-11 Eicosanoico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F cv valor -p
microrganismos 0,0016 1 0,0016 3,2 0,0072 0,21553546
error 0,001 2 0,0005

Total 0,0026 3

De acuerdo al andlisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a« = 0,05; no se

rechaza Ho; y se concluye que existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido cis-11 Eicosanoico.

Nombre

16-1305 AcFr

16-1306 Em

16-1307 Asp

16-1308 Scc

Acido cis-11 Eicosanoico

0,63

0,46

0,56

0,6

Acido cis-11 Eicosanoico

16-1305 ACFR

16-1306 EM

16-1307 ASP

16-1308 SCC

Figura 15-3: Analisis del &cido cis-11 Eicosanoico
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido cis-11 Eicosanoico en el aceite de frituras es de 0,63 %,

encontramos que en la segunda muestra (emulsion) es de 0,46 % esta concentracion disminuye

0,17 % posiblemente por la compatibilidad con el agente emulsificante. Para Aspergillus niger es

de 0,56 % y para Saccharomyces cerevisiae 0,60 %, la concentracion con el primer tratamiento

disminuyo 0,07 % y en el segundo disminuyo la concentracion en 0,03 % por lo tanto el primer

tratamiento es mas eficiente.

Variable respuesta: Acido Linolénico
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Fuente de Sumade |Gradosde |Cuadrado

variacion cuadrados | libertad medio F cv valor -p
microrganismos 2,5E-05 1 2,5E-05 1 0,1806 0,42264973
error 5E-05 2 2,5E-05

Total 7,5E-05 3

De acuerdo al andlisis de varianza se verifica que el valor-p es mayor que un a@ = 0,05; no se

rechaza Ho; y se concluye que no existe diferencia estadistica significativa entre el Asp y Scc con

respecto al Acido Linolénico.

Nombre

16-1305 AcFr

16-1306 Em

16-1307 Asp

16-1308

Scc

Acido Linolénico

2,82

1,97

2,66

2,65

16-1305 ACFR

Acido Linolénico

16-1306 EM

16-1307 ASP

16-1308 SCC

Figura 16-3: Analisis del &cido linolénico
Realizado por: LOPEZ, Karina, 2017

La concentracion inicial del Acido Linolénico en el aceite de frituras es de 2,82 %, encontramos

que en la segunda muestra (emulsion) es de 1,97 % esta concentracion disminuye 0,85 %

posiblemente por la compatibilidad del gel emulsificante. Para Aspergillus niger es de 2,66 % y

para Saccharomyces cerevisiae 2,65 %, la concentracion con el primer tratamiento disminuyo

0,16 % y en el segundo disminuyo la concentracién en 0,17 % por lo tanto el primer tratamiento

es mas eficiente.

33

Discusion de resultados.
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En el estudio presentado por la Universidad Nacional Experimental Francisco de Miranda acerca
de la Biodegradacion parcial de aceites residuales usados utilizando Aspergillus niger, Rhizopus
sp. Y Saccharomyces cerevisiae, en el que se utilizd el medio de cultivo Czapek dox que garantiza
el mayor crecimiento de las especies fungicas Aspergillus niger, Rhizopus sp. y Saccharomyces
cerevisiae. Se concluy6 que los aceites residuales indican una cambios de las propiedades fisicas
después de haber aplicado el tratamiento bioldgico con las especies fangicas.

La composicion quimica del aceite vegetal residual no hubieron mayores variaciones en el perfil
de acidos grasos después de aplicado el tratamiento, solo una ligera variacion del acido linolénico
el mismo que se redujo ligeramente con la aplicaciébn de Saccharomyces cerevisiae, Yy
Aspergillus niger es la cepa que presenté mayor actividad degradativa, puesto que los resultados
obtenidos arrojaron un incremento considerable en la biomasa ya que se obtuvieron los valores
mas altos en el aumento de la biomasa y productividad tanto para aceites residuales urbanos
vegetales como para aceites residuales urbanos de lubricantes y los rendimientos en el consumo
lipidico son 61,74% (+0,16) y 59,69% (+0,6) respectivamente. (Marquez, et al., 2015, p. 90) .

De la misma manera en esta investigacién no se encuentra una diferencia significativa en los
analisis de acidos grasos de aceites vegetales procedentes de fritura presentadas antes y después
del tratamiento microbioldgico con Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae existe una
ligera variacion los acidos eicosanoico y linolénico donde se aprecia una ligera disminucién
mientras que en la formacidn de las emulsiones existe variaciones dependiendo de los &cidos esto

se produce posiblemente por la reaccidn del aceite con el gel emulsificante.

La investigacion realizada en el afio 2008, con el tema “Biorremediacion de lodos contaminados
con aceites lubricantes usados se aplica la biorremediacién para disminuir la concentracién de
dichos contaminantes™. L0s ensayos se realizaron en la planta de tratamiento de aguas residuales
de Rio Frio, donde se valoraron las actividades de consorcios microbianos nativos a los que
consecutivamente se les introdujeron en las biopilas que estaban constituidas por lodos
deshidratados que tienen origen en el tratamiento primario de aguas residuales domésticas, lodos
provenientes de lavaderos de vehiculos y lodos de alcantarillado de la zona industrial de

Bucaramanga.

Se aislaron, identificaron y conservaron cepas microbianas con capacidad de degradar
hidrocarburos totales de petrdleo (TPH) como Pseudomonas spp., Acinetobacter spp,
Enterobacter cloacae, Citrobacter spp., Bacillus brevis, Micrococcus spp y Nocardia spp. Se
hizo una serie de pruebas piloto donde se inocul6 un consorcio bacteriano a una concentracion

Aspergillus spp., Fusarium spp., Trichoderma spp., se monitorearon temperatura, pH, humedad
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y oxigenacion, se obtuvieron porcentajes de remocidn hasta de 94% de TPH en 3 meses y 84%
en 40 dias, lo que dio como resultado un efecto positivo utilizando los consorcios para reducir la

contaminacion de lodos. (Vasquez, et al., 2008, p. 1) .

Las cepas microbianas utilizadas para esta investigacion fueron proporcionadas en la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, la poca biodegradacion presentada por Aspergillus niger y
Saccharomyces cerevisiae es posiblemente por el trabajo aislado de los microorganismos
presentado para tratar el aceite vegetal procedente de frituras en cada bloque de tratamiento,
probablemente la accion microbioldgica en consorcio pueda incrementar dicha biodegradacion al

igual someter mayor tiempo de tratamiento para poder determinar la eficacia.

En estudio de la evaluacion de la actividad lipolitica de hongos sobre aceite de higuerilla
(Ricinuscommunis) se realizd la seleccion de las cepas de hongos que manifiestan una alta
actividad lipolitica en aceite de higuerilla y comprobar si sus crudos enzimaticos que se
obtuvieron por fermentacion en substrato liquido presentan la misma actividad sobre el aceite de
higuerilla. Se aislaron 9 cepas de hongos, ocho de Penicillium sp y una de Aspergillus sp, a partir

de aceites vegetales procedentes de desechos.
Los resultados indicaron que tanto Penicillium sp y Aspergillus sp presentaron halos de
degradacion. El trabajo demostré que las cepas estudiadas de Penicillium sp y Aspergillus sp

presentaron un mejor crecimiento de colonia en el aceite de higuerilla'y una muy buena actividad

de hidrdlisis en placa con el triglicérido de cadena corta: tributiri. (Mendoza, et al., 2012, pp. 5-10)

CONCLUSIONES
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e Se comparé la biodegradacion de los aceites vegetales generados en el proceso de frituras
mediante el hongo Aspergillus niger y la levadura Saccharomyces cerevisiae y se determin6
gue el hongo Aspergillus niger es méas efectivo en la degradacion debido a al indice de
degradacion que present6 en un 5.37% en el tratamiento realizado con Aspergillus niger frente

al indice de degradacion de Saccharomyces cerevisiae en un 1.2%.

o Los analisis fisicos iniciales de los aceites vegetales procedentes de fritura presentan una
densidad de 0.901 g/cm3 'y la viscosidad de 0.0087 nPoise y después del tratamiento con
Aspergillus niger una densidad de 0,876 g/cm3 vy la viscosidad de 138,34 nPoise y con
Saccharomyces cerevisiae una densidad de 0,866 g/cm3 vy la viscosidad de 138,22 pPoise.

e Los analisis quimicos iniciales del aceite vegetal procedente de frituras presentan los Acidos
Grasos mas representativo para la degracion en aceite vegetal de frituras son:

e La concentracion inicial del Acido cis-11 Eicosanoico en el aceite de frituras es de 0,63

%, encontramos que en la segunda muestra (emulsion) es de 0,46 % esta concentracién

disminuye 0,17 % posiblemente por la compatibilidad con el agente emulsificante. Para

Aspergillus niger es de 0,56 % y para Saccharomyces cerevisiae 0,60 %, la concentracion

con el primer tratamiento disminuyo 0,07 % y en el segundo disminuyo la concentracién

en 0,03 % por lo tanto el primer tratamiento es mas eficiente.

e La concentracion inicial del Acido Linolénico en el aceite de frituras es de 2,82 %,
encontramos que en la segunda muestra (emulsién) es de 1,97 % esta concentracion
disminuye 0,85 % posiblemente por la compatibilidad del gel emulsificante. Para
Aspergillus niger es de 2,66 % y para Saccharomyces cerevisiae 2,65 %, la concentracion
con el primer tratamiento disminuyo 0,16 % y en el segundo disminuyo la concentracién

en 0,17 % por lo tanto el primer tratamiento es més eficiente.

e Por lo tanto, se demostr6 que hay degradacion de acidos grasos en la composicion
quimica del aceite de frituras con los distintos tratamientos.

e Se logré el acondicionamiento y crecimiento tanto del Aspergillus niger como de
Saccharomyces cerevisiae mediante la utilizacion del agar czapek y el medio liquido czapek
dox modificado, la incubacién se la realiz6 a 32°C, para el medio liquido se mantuvo en
constante agitacion, en agar las colonias de Saccharomyces cerevisiae se presentan de color
blanco brillante existio el crecimiento de las colonias y aparicién de nuevas colonias, en el
caso de agar con Aspergillus niger se observo partes blancas en las colonias esto corresponde

a las cabezas de las conidias.
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RECOMENDACIONES

o Ultilizar diferentes concentraciones en las emulsiones para determinar cul es el valor adecuado
para la mayor eficiencia en la degradaciéon del aceite usado mediante la aplicacion de
Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae

¢ Realizar pruebas con consorcios microbianos para desarrollar una mayor eficiencia

o Emplear el tratamiento durante un mayor tiempo un tiempo estimado de tres meses para

determinar si existe una mayor degradacion del aceite.

¢ Se recomienda manejar la misma temperatura tanto para el empleo del hongo Aspergillus niger

y Saccharomyces cerevisiae
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ANEXOS
A: RESULTADOS DE ANALISIS DE ACIDOS GRASOS

DEPARTAMENTO DE NUTRICION Y CALIDAD
LABORATORIO DE SERVICIOS DE ANALSIS E INVESTIGACION EN ALIMENTOS

l " .-n p Panamericana Sur km 1 de Quito, Cutuglahua . Tifs. 3007134

Casilla Postal 17-01-340
INFORME DE ENSAYO 16-0286

INOMBRE PETICIONARIO: Ing. Ximena Lépez INSTITUCION: Particular
| DIRECCION: Joya de los Achas, Via Sacha - San Carlos ATENCION: ing. Ximena Lépez
|FECHA DE EMISION: 08-12-16 FECHA DE RECEPCION.: 22-11-16
|FECHA DE ANALISIS: Del 23 de noviembre al 7 de diciembre de 2016 HORA DE RECEPCION: 08H42
ANALISIS SOLICITADO Acidos grasos
16-1305 16-1306 16-1307 16-1308
NOMBRE SIMBOLO |meTopoRer.| UNIDAD Aceite vegetal M4 Aceite Aceite veg: Aceite
AcFr M5 Em M6 ASP. M7 Scc

Acido laurico ci2 AOAC 963 22 % 0.09 0,09 ND ND 0,10 0,10 0,10 0,10

Acido miristico c1a AGAC 963 22 % 0,41 0,40 0,36 0,32 0.41 0,31 0,34 0.4

Acido miristoleico c1a:1 AOAC 963 22 - 0,04 0,03 ND ND 0,03 0,03 0,04 0,04

Acido pentadecanacico <150 AOAC 063 22 % 0,06 0,06 ND ND 0,06 0,06 0,06 0,06

Acido palmitico c16:0 ACAC 96322 % 20,95 20,42 22,69 22,77 | 20,82 20,34 21,52 21,24

Acido palmitoleico c16:1 AOAG 962 22 ES 1,08 1,05 0,81 0.77 1,07 1,03 1,21 1,08

Acido heptadecanoico c17:0 AOAC 963 22 % 0,13 0,12 0,16 0,18 0,12 0,12 0,13

Acido cis-10-heptadecanoico c17:1 AOAC 963 22 % 0,06 0.06 ND ND ND ND ND

Acido estearico c18:0 AOAC 963 22 % 4,75 4,63 8,24 9.51 4,63 4,56 4,65

Acido elaidico c18:1n9t | ADAC sea2> % 0,10 0,10 ND ND ND ND ND

Acido oléico c18:1n9c | AOAC 96322 % 33,08 32,13 34,88 34,90 | 33.66 33,04 32,59

Acido linolelaidico c18:2n6t | AOAC 96322 % 0.37 0,35 ND ND 0,30 0.35 0,35

Acido linoleico c18:2n6c | AOAC 963 22 % 33,32 35,04 27,58 26,05 34,00 34,48 33,95

Acido araquidico €20:0 AOAC u63 22 % 0.92 0,90 0.50 0.56 0,47 0,87 0,86

Acido r-linoleico ©18:3n6 | ADAC ses 22 % 0,40 0,41 0.26 0,22 0,32 0,38 0,41

Acido cis-11-eicosenocico c20:1 AOAG 96322 % 0,62 0,63 0,51 0,30 0.54 0,58 0,61

Acido linolenico c18:3n3 | ACAC se3.22 % 2,84 2,80 2,03 1,50 2,66 2,65 2,65

Acido heneicosanoico c21:0 AQAC 563 22 % 0,14 0,15 ND ND ND ND ND

Acido cis-11-14-sicosadienoico c20:2 ACAG 963 22 % 0,06 0.10 ND ND 0,11 0,10 0,09

Acido behenico c22:0 AOAG 96222 % 0,02 0,02 0,43 0,47 0,28 0.30 0,28

Acido cis-8.11,14 i ©20:3n6 | ADAC seazz % 0,02 0,01 ND ND 0.02 0,02 0,02

Acido crucico c22:1n9 | AOACSeazz % 0,01 0,01 ND ND ND ND ND

Acido cis-11.14,17-eicosatriencico c20:3n3 | AOAC se3 2z 3 0.07 0,07 ND ND 0,07 0,07 0,07 0,07

Acido cis-13,16-docosadiencico c22:2 AOAC 563 22 % 0,12 0,12 ND ND 0,11 0,12 0,12 0.11

Acido lignocerico ©24:0 AOAC 963 22 % 0,01 0,02 ND ND 0,05 0,09 0.04 0,05

Acido cis-5.8.11,14,17-eicosapentaencico c20:5n3 | AOAC @3 22 % ND ND ND ND 0,08 0,08 0,08 0,07

Acido nervonico c24:1 AOAC 963 22 % 0,08 0,05 ND ND 0,12 0,12 0,12 0,11

Acido cis4,7,10,13,16,19-d c22:6n3 | AOAC 96322 % ND ND ND ND ND ND 0.04

Tas ensayos marcados con (1 se reporlan en basc soca
OBSERVACIONES: Muestra entregada por el cliente

RESPONSABLE DEL INFORME

& 4
“~RESPONSABLE TECNICO

Este documento no puede ser i total ni sinla escrita del
Los armba solo estan r con el objeto de ensayo

NOTA DE DESCARGO:
distribucion de este s en

©s do carduter confida ualguier copia o

recibido este informe de ensayo por er

Armacion contenida en este o
entra totaimente prohibkio

ancamente al de: @ la misma y solo podre ser usada por esto. Sial
favor notfique nmeadiatamente ai remfonte por este msEmo ¢ mine la mform.
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ANEXOS B. FOTOGRAFIAS DEL PROCESO DE BIODEGRADACION DE ACEITE
PROCEDENTE DE FRITURAS

1. Muestreo del aceite procedente de frituras 2. Transporte de la muestra

3. Pesaje de reactivos 4. Homogenizacion del medio de cultivo
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5. Esterilizacion del medio de cultivo 6. Crecimiento de A. niger y S. cerevisie

en medio solido

7. Control de cajas petri con microorganismos 8. Elaboracién de medio liquido
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9. Esterilizacion de medio liquido 10. Medio de cultivo liquido inoculado con
S. cerevisiae

11. Inoculacioén de A. niger 12. Control de temperatura en camara de
calor
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14. Cémara de calor con medio liquido inoculado con S. cerevisiae y A. niger

16. Determinacién de biomasa en el espectrofotémetro.

75



17. Muestreo de aceite tratado con S. cerevisiae.

18. Muestreo de aceite tratado con S. cerevisiae, A niger, muestra compuesta, muestra
en emulsién
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ANEXO C: FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD AGAR CZAPK DOX (MODIFICADO)

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
AGAR CZAPEK DX (MODIFICADD)

Fecha da emlskn - 1200262003 CMOET

Sacelon 1. Identfcackin dal products y de la compania

Mo dsl produots CAmosT
Homibrs oomemial AGAR CEZAPEK DOX (RCDIRICADO)

Falsrioants Camid Limiied
Wade Riad
Easingsinke

Harls RG24 5P

EMGILAND

T =+ 44 (D256 241142

Faor: + &4 (D)1 256 463382
Prowssdion Ol Liresd

Wade Road

Easingsioie

Harls RG24 5P
EMGILAND

Tl = 44 (O71256 241142
Far + &4 (D256 463382

Secelon 2. identfcacion de bos Mesgos

Paligroe mac importantes Mo dasficadn como pedgroso.
Pellgroc pam la calud hurana - Cloc Fusde provocar imiacidn temporml.
Paligroc para [ calud humans - Pisl El ratenal pusde prosocar imtacidn.

Paligroc par ks calud humana - Ingectisn Lra dosic grands pusde e oo sigulsniss sfecios daMEa. nausEa
VoL

Pallgroc para la calud humana - inhalaolkn  Laswposickdn & podvs &0 ales conceniracionss puste bener los
siguienies mfecios™- IMTACon O l narz, gaganta i las vias
resnirionas.

Sacclon 3. Composicidn & Informackin sobre los Ingredientes

Emeporads - Ingredeniss mlioregos (| Surogs |

Comporasms KECAL Concamraciin  Chofosokon Fraces 4 riscgo
Smcmrons =i 5515 % wihw .
T-THG
Kiinis e mealiz MR 4405 whe O - Combure=is M2~ Paiigez de hmgn
an conisck con
TEi=HE
oomisuskblan
15541 W= - Noores M- Kooz par
i B~
- rnie IS et ke

zpm & = 7 e viem
e ST

decclon 4. Primaros auxllioa

Primnoe Audloc - Cjoc Lawar = 050 oon abuncans agua. Chienga abenciin médica = & doior
0 BTSN parsisi,
Primsros Audioc - Pisl Laps= [ pied oo aQua i [aban
Primance fudloc - Ingesction Haga que [ parsora afschds beba 1-3 vasos de agua pars diuir o
digericc.
Prirmsros dundbos - Imhakacdin Ristire: de |3 expors cion. 5 mio s& sente blen oorsule 8 wn i,
W ercloan - 4 Pagina: 12
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FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

AGAR CZAPEK DOX (MODMFICADO)
Fecha Oa emiskn - 120212003, CMO0SET
Saccldn 5. Medidas de sxtinclan de Incandlos
Medoc de astingion - Apropladolc] LUse vaporzator de agua, SSpuma, producio quimion &n poio o
didwido de carbano.

Saccldn . Madldas 3 tomar en el ranecurso de darrames acchdsntales

PrecaiLolanss Catonaes Lz mpa protecion cormespondisnts

Dermarns Fonier sn recipisnies SDmiacos Dars s ACUDETacion o sirinacin
Finaimanis, @var s srea con sbundants agua

Sscclon 7. Manejo y almacenals

Maripulaoion Evibese [ InFaiackin de poivo. Bvfiass & confacs con ios oios, lapls
i
Alrmaosnamisnto Tiencia sobne Car terpamiur, Rebener e oo ¥ profgico

descie drigir luz ded sol y moksiure:

Sscclon 8. Confrolss de exposicioniprotacelon personal

Limites s sxpociokon ol | Preparado ) - Europa
Sacmrons L ERED: % 10mghmd Bhr THEL

Medidac d proteosion - CHos Ga'as guimicc-profecionss O esoudo faclal (ENTEE, 167 iy 165

Seccion 9. Propledades Nakas y quimicas

Extado ficioo P,
Color Faldo paja
pH BE-T0

decclon 10. Datos sobre |3 establlidad y I3 reactividad

Ectabilida Esiahie an las condicionss de conssnaciin ¥ manipuiacion
necorEncacas (var sancion T
Condiclorss qus deben svians Exposicion a @ iz soiar drecta

Gecclon 11. Informacidn toxlcoldglca

Toeckoldad aguds Eajy rifwesd e imwiciciand aguids

Irfiakin ooular El grado de Irfadin no fue suficenbe como pam ciasioano omo
Imianbe codar

Irriodin e b phed El igraio e ritacion fue Insuficente para ciasiicanc mmno irtante de
e,

decclon 12. Informaclin sobre la ecologia

Eootoxicdad Mo 5= s dendioado estudios resvanies
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FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD
AGAR CZAPEK DOX (MODIFICADC)

Fecha de emlsiin - 120272003, CMO0ET

Sacclon 13. Conaldaracionss en al momanto da 3 eliminachin

Conchderacionss ot ka sliminason
Irfoarrasobien il s

Mo 25 un desechio pelgmss Elminese sepin b dsposicionss locales
¥ MSCONes: QuEs COMESDOndan.
Lioes recipienizs deben Impiarse usando méindos adecuados. v iuesgo
rectiizads o edminados por releno de Bema o Incnemaciin, spin
[oTesnonda.

Sacclon 14. Informachin sobre el ranaporta

oML R T

Mo s,

Sacclon 15. Informachones reglamantar as

Frages da recgo
Fracesc da caguridad
CE Claciicackan

Mo apiicabe,
Evitar & comtaco mon kos oos ¥ laple,

Esta preparaciin no =88 ciasiioads como pedigross segn ks Direcha
CoeTunitana SEETIEEC.

Sacclon 16. Datos complemantarios

Primesra Emicksn MEDE
MEDE Dot Revicadon

1=0sa002
12200
Fecha de smision

Pagine =3
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ANEXO D: COMPOSICION DEL MEDIO CZAPEK PARA BIODEGRADACION DE
ACEITES PROCEDENTES DE FRITURA PARA Aspergillus niger Y Saccharomyces
cerevisiae EN MEDIO SOLIDO

Nitrato sédico: NaNOs

_2.00 g NaNO3 *100 ml
B 1000 ml

X = 0.2 g NaNO;

Fosfato di potésico: K;HPO,

X = 1.00 g K2HPO4 % 100 ml
B 1000 ml

X=0.1 g KzHPO4

Sulfato magnésico: MgSO.

¥ = 0.5g MgS04 =100 ml
B 1000 ml

X = 0.05 g MgSO4

Cloruro de potasio: KCI

_ 0.5g KCl+100 ml
N 1000 ml

X =0.05 gKClI

Sulfato ferroso: FeSOq

_ 0.01 gFeS04 *100ml
B 1000 ml

X = 0.001 g FeSO,
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Agar:
_15gagar =100ml
B 1000 ml

X =1.5gagar

Sacarosa: C1oH2,011

X = 30 g C12H22011 * 100 ml
B 1000 ml

X =3 g C1oH2011
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ANEXO E: COMPOSICION DEL MEDIO CZAPEK DOX MODIFICADO PARA
BIODEGRADACION DE ACEITES PROCEDENTES DE FRITURA PARA Aspergillus niger
Y Saccharomyces cerevisiae EN MEDIO LIQUIDO (234 mL)

Los Célculos para la elaboracién el medio czapek sélido para 234 mL de agua para 26 tubos de
ensayo con 9ml de compuesto en cada tubo:

Nitrato sédico: NaNOs

¥ - 2.00 g NaNO3 234 ml
B 1000 ml

X = 0.468 g NaNOs

Glicerofosfato de magnesio: C3H;0,POsMg

- 0.5 g C3H702P04Mg * 234 ml
B 1000 ml

X=0.117 gC3H702PO4Mg

Cloruro de potasio: KCI

_ 0.5g KCl+234ml
N 1000 ml

X = 0.117 g KCI

Sulfato ferroso: FeSO4

P 0.01 gFeS0O4 * 234 ml
B 1000 ml

X =0.00234 g FeSO,
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Sacarosa: C1oH2,011

X = 30 g C12H22011 * 234 ml
B 1000 ml

X = 7.02 g C12H2,011
Sulfato de potasio: K2SO4

X = 0.35 gK2504 * 234 ml
B 1000 ml

X = 0.0819 g K,SO,
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ANEXO F: COMPOSICION DEL MEDIO CZAPEK DOX MODIFICADO PARA
BIODEGRADACION DE ACEITES PROCEDENTES DE FRITURA PARA Aspergillus niger
Y Saccharomyces cerevisiae EN MEDIO LIQUIDO (234 mL)

Nitrato sédico: NaNOs

¥ - 2.00 g NaNO3 = 234 ml
B 1000 ml

X = 0.468 g NaNOs

Glicerofosfato de magnesio: C3H;0,POsMg

X = 0.5 g C3H702P04Mg * 234 ml
B 1000 ml

X =0.117 gC3H702PO4Mg

Cloruro de potasio: KCI

_ 0.5g KCl*234ml
N 1000 ml

X =0.117 g KCI

Sulfato ferroso: FeSO4

P 0.01 gFeS0O4 * 234 ml
B 1000 ml

X =0.00234 g FeSO,

Sacarosa: Ci2H22011

v 30 g C12H22011 * 234 ml
B 1000 ml

X =7.02 g C12H2011
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Sulfato de potasio: K;SOs

X = 0.35 gK2504 * 234 ml
B 1000 ml

X = 0.0819 g K,SO,
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ANEXO G: COMPOSICION DEL MEDIO CZAPEK DOX MODIFICADO PARA
BIODEGRADACION DE ACEITES PROCEDENTES DE FRITURA PARA Aspergillus niger
Y Saccharomyces cerevisiae EN MEDIO LIQUIDO (250 mL)

Nitrato sédico: NaNOs

¥ - 2.00 g NaNO3 % 250 ml
B 1000 ml

X =0.5 gNaNOs
Glicerofosfato de magnesio: C3H;0,POsMg

X = 0.5 g C3H702P04Mg * 250 ml
B 1000 ml

X =10.125 gC3H702PO4Mg

Cloruro de potasio: KCI

_ 0.5g KCl 250 ml
N 1000 ml

X = 0.125 g KCl

Sulfato ferroso: FeSO4

P 0.01 gFeS0O4 * 250 ml
B 1000 ml

X = 0.00250 g FeSO,

Sacarosa: Ci2H22011

X = 30 g C12H22011 * 250 ml
B 1000 ml

X = 7.5 g C12H2011
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Sulfato de potasio: K;SOs

X = 0.35 gK2504 * 250 ml
B 1000 ml

X = 0.0875 g K,SO4

ANEXO H: TABLA DE REGISTRO DE LOS MUESTREQOS

Codificacion de la muestra M1 M2 M3

Fecha de toma de muestra 09 de abril del | 16 de abril del 2016 23 de abril del 2016
2016

Hora de toma de muestra 6:00 am 6:00 am 6:00 am

Identificacion de la entidad donde se | Restaurant Restaurant Restaurant

ha realizado el muestreo “El Turista” “El Turista” “El Turista”

Identificacion del interlocutor de la
entidad

Sr Neldon Agila

Sr Neldon Agila

Sr Neldon Agila

Caracteristicas de la muestra

pH:5

Temperatura: 16

pH:5

Temperatura: 17

pH: 5

Temperatura: 16

Destinos de la muestra

Facultad de
Ciencias

Pecuarias Espoch

Facultad de Ciencias
Pecuarias Espoch

Facultad de Ciencias
Pecuarias Espoch
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ANEXO I: RESULTADOS DE MEDICION ESPECTROFOTOMETRICA DEL CALDO
MICROBIANO UTILIZADO PARA LA BIODEGRADACION CON Aspergillus niger y
Saccharomyces cerevisiae

Dia | Tubo rotulado con Medicion Tubo rotulado Medicion
Aspergillus niger Absorbancia con Absorbancia
Aspergillus niger Saccharomyces Saccharomyces
cerevisiae cerevisiae

1 t1 Asp 0.292 t1 Sc 0.040
2 t2 Asp 0.291 t2 Sc 0.039
3 t3 Asp 0.292 t3 Sc 0.04
4 t4 Asp 0.293 t4 Sc 0.042
5 t5 Asp 0.294 t5 Sc 0.044
7 t7 Asp 0.295 t7 Sc 0.066
8 t8 Asp 0.296 t8 Sc 0.068
9 t9 Asp 0.297 t9 Sc 0.068
10 t10 Asp 0.297 t10 Sc 0.068
11 t11 Asp 0.296 t11 Sc 0.069
12 t12 Asp 0.296 t12 Sc 0.069
13 t13 Asp 0.296 t13 Sc 0.069
14 t14 Asp 0.296 t14 Sc 0.069
15 t15 Asp 0.297 t15 Sc 0.069
16 t16 Asp 0.297 t16 Sc 0.069
17 t17 Asp 0.297 t17 Sc 0.07
18 t18 Asp 0.299 t18 Sc 0.07
19 t19 Asp 0.299 t19 Sc 0.07
20 t20 Asp 0.299 t20 Sc 0.07
21 t21 Asp 0.299 t21 Sc 0.07
22 t22 Asp 0.299 t22 Sc 0.07
23 t23 Asp 0.299 t23 Sc 0.07
24 t24 Asp 0.299 t24 Sc 0.07
25 t25 Asp 0.299 t25 Sc 0.07
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ANEXO J: TABLA DE RESULTADOS DE LOS PARAMETROS FISICOS DEL ACEITE

ANTES Y DESPUES DEL TRATAMIENTO

Determinaciones Unidades Valor sin Con tratamiento Con
tratamiento Aspergillus niger tratamiento
Saccharomyces
cerevisiae
Densidad g/cm3 0,901 0.876 0.866
Viscosidad n Poise 138.87 138.34 138.22

ANEXO K: CALCULO DE INCREMENTO DE LA BIOMASA

Calculo Incremento de la Biomasa (1.B) Aspergillus niger

xf —xt
I.B = ! x 100
Donde:
Xf= Biomasa final;
Xi= Biomasa Inicial.
B 0.299 — 0.292 100
. = — %
0.299
I.B= 234%
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Calculo Incremento de la Biomasa (1.B) Saccharomyces cerevisiae

xf —xt
I.B = f * 100

Donde:
Xf= Biomasa final;
Xi= Biomasa Inicial.

_ 007-004

B 0.07

I.B = 42.85%

ANEXO L: CALCULO DE INDICE DE DEGRADACION

indice de Degradacion (1.D) Aspergillus niger

xi
ID = —x100k
xt

Y
Cxe
Donde:
Xi= capa lipidica inicial;
Xf= capa lipidica final
A= absorcion leida
C= concentracion de la disolucion leida
e= espesor de la cubeta en cm
_ 0.299
60 =1
k= 498%10"3

27
ID = = 100(4.98 x 10~3)
25
ID = 5.37%
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indice de Degradacion (1.D) Saccharomyces cerevisiae

xi
ID = —=x100k
xt

Al
Cxe
Donde:
Xi= capa lipidica inicial,
Xf= capa lipidica final
AA= absorcion leida
C= concentracion de la disolucion leida
e= espesor de la cubeta en cm
k= coeficiente de extincion molar
_ 007
60 =1
k= 491073

ID

7
= -3
o=+ 100(1.16+1079)

ID =12%
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