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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la concentracion de &-tocotrienol y y-
tocotrienol en diferentes extractos de las semillas de Bixa orellana colectadas en 4 lugares
distintos de la zona sur del Ecuador (Loja y Zamora Chinchipe), a través de la aplicacion de
un método analitico en GC-MS. El método desarrollado cumple con los parametros
establecidos de linealidad (3-tocotrienol (r>= 0,9992), y-tocotrienol (r?>= 0,9996)), limite de
deteccion (&-tocotrienol 5,86 ng/uL, y-tocotrienol 1,04 ng/uL), y limite de cuantificacion (-
tocotrienol 8,10 ng/uL, y-tocotrienol 1,50 ng/uL). La precision se determiné a través de la
repetibilidad y reproducibilidad cuyos resultados fueron inferiores al 10% y 15%,
respectivamente. La exactitud del método se evalué mediante la recuperacion en donde
para &-tocotrienol estuvo entre 90%-119%, y para y-tocotrienol entre 93%-120%. EI método
fue aplicable para las zonas de Jamboé, Los Encuentros, ElI Podocarpus (Zamora
Chinchipe) y Paltas (Loja). Como resultado final se obtuvo que la zona con la mayor
concentracion promedio de &-tocotrienol fue: Los Encuentros con 62,2889 ng/uL; mientras
gue la zona con la mayor concentracion promedio de y-tocotrienol fue: El Podocarpus con
11,0660 ng/uL.

Palabras Clave: Bixa orellana, &-tocotrienol, y-tocotrienol, método analitico, GC-MS.



ABSTRACT

The aim of the present work was to determine the concentration of &-tocotrienol and y-
tocotrienol in different extracts of Bixa orellana seeds collected in 4 different locations in the
southern region of Ecuador (Loja and Zamora Chinchipe), through the application of an
analytical method in GC-MS. The developed method complies with the established
parameters of linearity (d-tocotrienol (r>= 0,9992), y-tocotrienol (r’= 0,9996)), limit of
detection (&-tocotrienol 5,86 ng/uL, y-tocotrienol 1,04 ng/uL), and limit of quantification (&-
tocotrienol 8,10 ng/uL, y-tocotrienol 1,50 ng/uL). The accuracy was determined through
repeatability and reproducibility whose results were lower than 10% and 15%, respectively.
The accuracy of the method was evaluated through the recovery where for d-tocotrienol it
was between 90% -119%, and for y-tocotrienol between 93% -120%. The method was
applicable for the areas of Jamboé, Los Encuentros, El Podocarpus (Zamora Chinchipe)
and Paltas (Loja). As a final result it was obtained that the area with the highest average
concentration of &-tocotrienol was: Los Encuentros with 62,2889 ng / uL; while the area with

the highest average concentration of y-tocotrienol was: El Podocarpus with 11,0660 ng / uL.

Key Words: Bixa orellana, d-tocotrienol, y-tocotrienol, analytical method, GC-MS.



INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos se ha usado compuestos naturales sean de origen mineral, animal o
vegetal para el tratamiento de distintas enfermedades (Vilar et al., 2014). La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), considera que de los mas de 7.000 millones de habitantes del planeta, el 80%
usan y confian en el tratamiento con plantas medicinales para tratar distintas complicaciones de
salud (Burneo, 2012).

El &rbol o arbusto pequefio de Bixa orellana (achiote) corresponde a la familia Bixaceae del
género Bixa. Las semillas de B. orellana generalmente son de color rojo-naranja oscilan de entre
0,3a0,5cmde altoy 0,2 a 0,3 cm de ancho, con formas variadas entre piramidal y conica (Vilar
et al., 2014). Segun Alonso (2004) “cada capsula (fruto) bivalvar de B. orellana, contiene una

media de 30 a 60 semillas”.

B. orellana, contiene varios compuestos entre ellos estan la bixina (cis y trans) con trazas de
norbixina, bixina éster de dimetilo y apocarotenoides. La bixina es el principal compuesto en el
extracto de achiote (Cosentino, Takinami, & del Mastro, 2016). Varias investigaciones afirman
gue en las semillas B. orellana se han encontrado compuestos como los tocotrienoles (Barrie Tan
& Sunderland, 2003). Se ha demostrado que el extracto de achiote previene la peroxidacion de
lipidos, como agente antioxidante, a través de la accién de tocotrienoles y bixina, protegiendo

grasas insaturadas contra dafios oxidativos (Moraes, Zabot, & Meireles, 2015).

La vitamina E estd compuesta por ocho compuestos de origen natural, cuatro de ellos son
tocoferoles que tienen una cola de hidrocarburo saturado y los otros cuatro son tocotrienoles que
tienen tres dobles enlaces trans en la cola de hidrocarburos. En los ultimos afios se ha confirmado
gue los tocotrienoles (&-tocotrienol y y-tocotrienol) presentan efectos positivos para la salud como
la radioproteccién y radiomitigacion que no se evidencian en los tocoferoles (Compadre et al.,
2015).

Investigaciones sugieren diversos mecanismos por los que ©&-tocotrienol y y-tocotrienol
desempefian efectos radioprotectores, también se detalla mejora de la actividad de eNOS
(sintasa de 6xido nitrico endotelial) regulando la disponibilidad de tetrahidrobiopterina; asi como
la prevencion de dafios al ADN de células madre y progenitoras hematopoyéticas a través del

estimulo de las vias de supervivencia mTOR (Compadre et al., 2015).

En una investigacion realizada se sometio a varios ratones a una dosis de radiacion (8,5 Gy y 9,5

Gy), previo a esto, a un grupo de ratones se les administr6 200 mg/kg de peso corporal de
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extracto de achiote, el cual contenia un total de 60% de delta y gamma tocotrienol, los cuales
tuvieron una respuesta de supervivencia del 100% mientras que a los que no se administré la
dosis de extracto tuvieron un 0% de supervivencia, asi este estudio sugiere que el extracto estéril
de achiote es una gran y accesible fuente de tocotrienoles, pero lo mas importante es que
poseeria la capacidad de combatir la radiacion en seres humanos (Pineda, 2015).

Desafortunadamente el proceso para purificar d-tocotrienol y y-tocotrienol es dificultoso y costoso,
la mayoria de aceites que contienen cantidades ricas de tocotrienoles también contienen
cantidades similares de tocoferoles, lo que obstaculizaria con la biodisponibilidad y bioactividad
de tocotrienoles (Compadre et al., 2015).

Por estas razones es que en el presente estudio se aspira a contribuir con datos informativos
para actividades de coleccién y conservacion de esta especie, asi como también proveer de
informacion para la éptima explotacion de metabolitos secundarios al proyecto de investigacion:
“Estudios para coleccién, conservacion y aprovechamiento de especies vegetales de interés
medicinal en la region sur del Ecuador”, a través del desarrollo y validacion de un método analitico
con GC-MS para determinar las concentraciones de tocotrienoles en distintos especimenes de
B. orellana, obteniendo asi un barrido de datos con los que se podra definir en qué lugar de la
region sur del Ecuador los especimenes presentan una mayor concentracion de compuestos (8-
tocotrienol y y-tocotrienol), de tal manera que en un futuro se pueda aprovechar las diversas
actividades terapéuticas mencionadas anteriormente de los mismos, mediante el desarrollo de

distintas formas farmacéuticas para uso humano.

Por tanto, el presente estudio responde al fin: “Determinar cuantitativamente la presencia de
tocotrienoles en la semillas de Bixa orellana mediante el desarrollo de un método analitico
validado, con la finalidad de evaluar el rendimiento de los mismos en distintos especimenes.”, y
se propone: “Establecer la concentracion de tocotrienoles en las semillas de especimenes de
Bixa orellana colectados en dos provincias del sur del Ecuador mediante el empleo de un método

analitico validado”. Los objetivos para lograr el propdsito planteado son:

a) Determinar un procedimiento de obtencion de extractos de B. orellana, ricos en
tocotrienoles.

b) Disefiar un método analitico para la cuantificacién de tocotrienoles en semillas de B.
orellana, utilizando GC-MS.

c) Comprobar la robustez del método disefiado a través de los parametros de recuperacion,

linealidad, exactitud y precision, limite de deteccién y cuantificacion.
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d) Realizar un andlisis en GC-MS de la concentracion de tocotrienoles dentro de extractos
obtenidos de B. orellana mediante la aplicacién del método analitico validado, para

determinar el rendimiento de los mismos.
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1.1. Antecedentes
1.1.1. Medicina Tradicional y uso de Plantas Medicinales.

La medicina tradicional es definida por la OMS como la agrupacion de aptitudes, conocimientos
y practicas basadas en hipétesis, afirmaciones y experiencias ancestrales de diversas culturas, a
través del uso de medicina de origen mineral, animal y vegetal, utilizadas para el diagnéstico,
prevencion y tratamiento de distintas patologias (Gonzalez, 2015). Segun la OMS (2003): “Las
medicinas tradicionales sean complementarias o alternativas suelen usarse para el tratamiento
o prevencion de dolencias y enfermedades de tipo crénico de tal forma que se pueda mejorar la
calidad de vida de las personas” (OMS, 2003).

La medicina tradicional sigue siendo importante a la hora de aplicar tratamientos ante diferentes
patologias, ya que la evolucién de medicamentos aln sigue dependiendo de la aplicacién de
métodos sofisticados para el aprovechamiento de plantas medicinales, lo que significa que la
produccién de medicamentos sigue dependiendo de plantas medicinales como materia prima
(Gonzalez, 2015) , tanto como agentes terapéuticos, asi como también materiales de base para
sintetizar medicamentos (OMS, 2000). En paises como China, Cuba, Tailandia, etc., tienen
escrito en sus programas de salud, el uso de plantas medicinales, lo que facilita el tratamiento de

diversas patologias (Castro, 2006).
1.1.2. Plantas Medicinales en el Ecuador.

Los habitantes ecuatorianos en su cotidianidad emplean tratamientos para distintas patologias a
través de plantas medicinales, principalmente habitantes de la zona rural, pero también por
personas de toda clase social. Segun investigaciones realizadas se prevé que el 8% de la
poblacién ecuatoriana aplica la medicina tradicional, dado que se ha comprobado que varios de
los principios activos son una alternativa eficaz en el tratamiento de distintas enfermedades.
Existen alrededor de 3118 especies que pertenecen a 206 familias de plantas, las cuales se usan
con fines medicinales, de éstas el 75% son plantas nativas y el 5% son endémicas, el 11% son
introducidas, el 16% son cultivadas y tienen también otros fines. Del 100% de las especies
medicinales, el 26% se usan para el tratamiento de infecciones e infestaciones, la mayor parte
de esta categoria son usadas para eliminar parasitos intestinales (lombrices y amebas) (Burneo,
2012).



1.2. Bixa orellana

Planta nativa de Brasil, aunque también crece en otras regiones tanto de Centro como de Sur
América. Crece en climas tropicales como los de México, Pera, Ecuador, Kenia, India, Indonesia
y el este de Africa. Los nombres comunes mas usados para esta especie son achiote, bija, urucu.
El arbol o arbusto pequefio de achiote corresponde a la familia Bixaceae del género Bixa, existen
varias especies, siendo la mas comun Bixa orellana L., en honor a Francisco Orellana, primer
europeo en navegar por las aguas del Amazonas (Silva, Amaral, & Reboucas, 2010). Crece en
clima calido y humedo, con una media de 20°C a 26°C de temperatura, hasta una altura de
aproximadamente 2000 m s. n. m., su produccion y crecimiento puede darse en la mayoria de

suelos, siendo los mas propicios; suelos neutros, drenados y ligeramente alcalinos

Tabla 1 Clasificacion taxondmica de Bixa orellana.

Reino Plantae
Divisiéon Magnoliofita

Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Bixaceae
Género Bixa
Especie Bixa orellana L

Fuente: (Gonzalez, 1992).
Elaboracién: El Autor.

1.2.1. Descripcién botanica.

El arbol o arbusto pequefio de Bixa orellana (achiote) corresponde a la familia Bixaceae del
género Bixa, mide de 3 a 5 metros de altura, algunas veces podria alcanzar una elevacion de 10
metros. El tronco mide de entre 20 a 30 centimetros de didmetro, presenta una corteza gris, con
lenticelas en hileras verticales. Las hojas tienen un didmetro de 10 a 20 centimetros y un
extendido de 5 a 10 centimetros, color verde y peciolos extensos. Las semillas (figura 1)
generalmente son de color rojo-naranja oscilan de entre 0,3 a 0,5 centimetros de alto y 0,2 a 0,3
centimetros de ancho, con formas variadas entre piramidal y conica (Vilar et al., 2014). Segun
Alonso (2004) “cada céapsula (fruto) bivalvar de B. orellana, contiene una media de 30 a 60

semillas”.



Figura 1. Semillas de Bixa orellana.
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

1.2.2. Usos.
1.2.2.1 Industrial.

Su uso ha sido estimulado por la prohibicion del uso de colorantes sintéticos tanto en alimentos
como en cosmeéticos, siendo este de los escasos colorantes que son aceptados por la OMS,
debido a que, ademas de no ser toxicos, parece no alterar el valor de la comida. Otro hecho
interesante es que el 70% de todos los colorantes naturales consumidos en todo el mundo son
derivados del achiote. Las semillas de Bixa orellana L., son consideradas como la parte de la
planta con mayor importancia comercial, ya que es en el pericarpio (capa que rodea las semillas)
en donde se encuentran almacenados los pigmentos, los cuales tienen una extensa aplicacion
industrial (Vilar et al., 2014). Aproximadamente el 80% del total de los pigmentos pertenece a la
bixina, un carotenoide que tiene la propiedad de colorante. Dependiendo del cultivo y las
condiciones climéticas de cada region, el contenido de bixina podria variar de 1 a 6% en el arilo

de semilla (Franco, Fabri, Barreiro, Manfiolli & Rucker, 2008).

Dentro de la industria tiene distintos usos entre ellos destacan; la produccion de alimentos para
consumo humano (para el color de la mantequilla, margarina, mayonesa, salsas, mostaza,
salchicha, sopa, jugo, helado, productos de panaderia, macarrones y queso), industrias de

cosmeéticos, tintoreria, ceramica, barnices y culinaria, etc., (Carrillo, 2016).



1.2.2.2. Medicinal Tradicional.

Las semillas de achiote se han utilizado como condimento, asi también como: laxante,
cardioténico, expectorante y antibiético. Ademas, presenta actividad anti-inflamatoria para
moretones y heridas. La infusion de las hojas ha demostrado eficacia contra la bronquitis, el dolor
de garganta y la inflamacién ocular. Las semillas trituradas (polvo) se han usado como
afrodisiaco. La decoccién de hojas ha servido como terapia antiemética en el embarazo. A pesar
de las diferentes culturas y tradiciones que hay en los paises de América del Sury Centroamérica,
varios de los usos que se le da a Bixa orellana son los mismos, entre ellos se destaca los
siguientes: antipiréticos, afrodisiacos, antidiarreicos, antidiabéticos y repelentes de insectos (Vilar
et al., 2014).

1.2.3. Composicioén Quimica.

Actualmente, han sido aislados mas de 24 compuestos de las semillas de Bixa orellana. Asi
mismo a mas de la bixina y la norbixina, se han aislado otros compuestos como isobixina,
betacaroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina, orelina, bixol, crocetina, ishwarano, acido
elagico, 4cido salicilico, treonina, acido tomentosico, triptéfano y fenilalanina en las semillas del
achiote (Vilar et al., 2014). Varias investigaciones afirman que en las semillas B. orellana se han

encontrado compuestos como los tocotrienoles (Barrie Tan & Sunderland, 2003).
1.2.3.1. Bixina.

La bixina, un carotenoide de color rojo, es el pigmento con mayor concentracion en el arilo de las
semillas del achiote. Es la sustancia principal responsable de las caracteristicas de tefiido de las
semillas, donde su concentracion puede ser tan alta como 5,0%. Sin embargo, las diferentes
semillas pueden tener niveles inferiores al 2,0%, y debido a que su valor comercial se basa en el
porcentaje de bixina, normalmente se requieren niveles superiores al 2,5% para la exportacion.
La bixina fue aislada por primera vez a partir de las semillas de Bixa orellana en 1875y, en 1961
su estructura quimica completa y estereoquimica se determinaron por RMN H y 13C. La bixina
pertenece a la pequefia clase de apocarotenoides naturales, cuya formacién se produce por la

degradacion oxidativa de los carotenoides C40 (Franco et al., 2008).
1.2.3.2. Vitamina E y Tocotrienoles.

La vitamina E esta compuesta por ocho vitameros: cuatro son tocoferoles (a, B, y, ), que poseen

una cola de hidrocarburo saturada, y cuatro son tocotrienoles (q, B, y, 8), que poseen tres dobles

enlaces trans en la cola del hidrocarburo. Segun investigaciones se ha determinado que los
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tocoles tienen efectos benéficos para la salud cuando se proporcionan como suplemento
dietético. Recientemente se ha demostrado que los tocotrienoles tienen efectos beneficiosos para
la salud no observados con los tocoferoles. Los tocotrienoles comercialmente disponibles se
purifican a partir de aceites naturales, donde se presentan como mezclas complejas de
tocotrienoles y tocoferoles. Es muy dificil separar los tocotrienoles puros de estas mezclas y por
lo tanto estos compuestos son muy caros. También es dificil obtener los tocotrienoles en
concentraciones suficientemente altas para ser usadas en algunas aplicaciones (Compadre et
al., 2015).

Los tocotrienoles son clasificados como cromanoles farnesilados (FC) y terpenoides mixtos.
Varias investigaciones afirman que los tocotrienoles, poseen efectos hipocolesterolémicos, asi
como también una capacidad de reducir los niveles en plasma de lipoproteina y apolipoproteina
aterogénica B. También se considera que los tocotrienoles son Utiles para el tratamiento de

enfermedad cardiovascular y cancer (Barrie Tan, 2014).
1.2.3.2.1. Delta Tocotrienol (DT3).

Se ha demostrado que DT3 (figura 2) tiene; tanto eficacia radioprotectora (administrada antes de
la exposiciéon a la radiacion) como radiomitigadora (administrada después de la exposicion a la
radiacion). Recientemente, se demostrd que este compuesto reduce la activacion de caspasa-8,
caspasa-3 y caspasa-7 mientras que aumenta la expresién de beclin-1 relacionada con la
autofagia en células de la médula espinal irradiadas (Satyanitra et al., 2011). También se ha
informado que incrementa la supervivencia celular y la regeneracion de microorganismos
hematopoyéticos y células madre y progenitoras de linaje / Sca-1 + / c-Kit + en células de médula

Osea de raton irradiadas (Singh et al., 2014).

Figura 2. Estructura de delta tocotrienol.
Fuente: El Autor.

Elaboracion: El Autor.
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1.2.3.2.2. Gamma Tocotrienol (GT3).

Segun investigaciones GT3 (figura 3) actia como mejor radioprotector que el alfa tocoferol en
ratones, inclusive a dosis de radiacion supra-letal. Ademas, GT3 es un potente inhibidor de la
hidroximetil glutaril CoA reductasa (Singh et al., 2014), una enzima fundamental en la sintesis del
acido mevalénico, un intermediario metabdlico clave en la biosintesis del colesterol (Wright,
Pearce, Parker & Quereshi, 2015).

Figura 3. Estructura de gamma tocotrienol.
Fuente: El Autor.

Elaboracion: El Autor.
1.2.4. Actividad Bioldgica.

Se han investigado diferentes propiedades farmacoldgicas para los extractos de achiote (semilla),
entre los cuales se destaca (Vilar et al., 2014): hipoglucemiante (Russell, Omoruyi, Pascoe &
Morrison, 2008), antioxidante (Kiokias & Gordon, 2003), anticancerigeno (Reddy, Alexander-
Lindo, & Nair, 2005), radioprotector (Karchuli & Ganesh, 2009), antimicrobiano (Rojas, Ochoa,
Ocampo & Mufioz, 2006), repelente de mosquitos y antipaltdico (Giorgi et al., 2013).

1.3. Extraccién de materias primas vegetales

Previo al inicio de un proceso extractivo es importante que se defina la selectividad del solvente
gue se va a usar en el proceso. Segun los fines que se requieran se puede obtener dos tipos de
extractos, el primero puede ser un extracto cuya composicion quimica contiene la mayor parte de
los compuestos quimicos de la planta, en este caso se usa solventes con naturaleza general (alta
polaridad) por ejemplo; el metanol. Otro tipo de extracto es el que contiene Unicamente
compuestos quimicos con una determinada caracteristica, en este caso se utiliza un solvente
selectivo, de menor polaridad, por ejemplo el hexano; que sélo extraera las grasas vegetales de

la planta y otros constituyentes apolares (Sharapin, 2000).

La extraccion consiste en que la planta seca se pone en contacto con el solvente, lo que ocasiona

el inicio de un proceso que desarrolla la reconstitucion del estado original de la célula.

Primeramente el solvente penetra en la célula vegetal y expele el aire del citoplasma, de esta
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manera se da el inicio al proceso extractivo, dicha penetracion conlleva un momento dipolar en
las moléculas de los compuestos que seran extraidos, de esta manera las sustancias extraibles

se adhieren a las moléculas del solvente (Sharapin, 2000).

1.3.1. Molienda o trituracion.

Consiste en disminuir el tamafio de las particulas de la droga vegetal de tal forma que sea
adecuada para la etapa siguiente del proceso de extraccion. La extraccion de compuestos de una
planta entera o reducida a fragmentos gruesos no seria completa, ya que el solvente realiza una
penetracién muy pobre al tejido vegetal, a su vez seria lenta; a tal punto que al momento en que
las membranas celulares actien como barrera dificultaran el proceso de extraccién. Si se tritura
la planta de forma correcta la disolucion de los compuestos celulares sera en el liquido externo,

ya que las membranas se encontraran parcialmente destruidas (Sharapin, 2000).
1.3.2. Maceracion.

La maceracion consiste en poner en contacto la planta y el solvente, por algunos dias, tiempo
que se establecera en funcion del solvente y equipo seleccionado. Es un proceso que es
resultado del equilibrio de concentracién de la planta (droga) y el solvente, depende de diversos
factores; que se relacionan con la planta (naturaleza, tamafio de particula, humedad) y con el
solvente (selectividad, cantidad). En el proceso tipico de maceracién se deja que la planta esté
en contacto con el solvente durante varios dias, con agitacién ocasional; llamado maceracién
simple o estatica, mientras que con movimiento constante se denomina maceracion dinamica.
Ambos tipos de maceracion pueden realizarse en temperatura ambiente o elevada (Sharapin,
2000).

1.4. Validaci6on de métodos analiticos
1.4.1. Fin.

La validacién es un proceso definido para conseguir pruebas evidenciadas y demostrativas de
gue un método analitico es lo adecuadamente veridico y reproducible, con la finalidad de producir
un resultado previsto dentro de intervalos definidos; se basa en la determinacion de varios

parametros, que se aplicaran de acuerdo a la categoria que pertenezcan (Burneo, 2012).
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1.4.2. Parametros.

Para verificar que un método es apropiado para la aplicacibn que se proyecta, es correcto
determinar a través de estudios de laboratorio sus parametros. Para determinar cuantitativamente

a uno o varios componentes los parametros a precisar son:
1.4.2.1. Especificidad.

En la mayoria de los métodos analiticos es fundamental asegurar que la sefial producida en la
etapa de medicion es solamente del analito de interés y no a la presencia de sustancias que
interfieran en la cuantificacién de este. Por lo tanto, es necesario probar la especificidad (o

selectividad) del método analitico (Boqué, Maroto, Riu, & Rius, 2002).
1.4.2.2. Linealidad.

En todos los métodos cuantitativos es necesario determinar el intervalo de concentraciones de
analito o los valores de propiedades para los que se puede aplicar el método analitico (Boqué et
al.,, 2002). La linealidad es la capacidad de un método analitico, dentro de un determinado
intervalo, de dar un resultado instrumental que sea proporcional a la cantidad de analito que se
va a establecer en la muestra que se use en el laboratorio (Sandoval, 2010). Es recomendable
elaborar una curva de calibracién con minimo cinco concentraciones diferentes. Cominmente se

usa el coeficiente de correlacion (r?) de 0,99 como criterio de la linealidad (Burneo, 2012).
1.4.2.3. Limite de cuantificacién (LOQ).

Es una caracteristica de rendimiento que determina la capacidad de un proceso de medicion
quimica para cuantificar de manera correcta un analito y es definida como la cantidad o
concentracion mas baja que se puede determinar de analito, con un nivel aceptable de exactitud
y precisién. Estas estimaciones se produciran con una desviacion estandar relativa (RSD)
generalmente de 10 % (o 6 %) (Boqué et al., 2002).

1.4.2.4. Limite de deteccion (LOD).

Es la cantidad o concentracion minima de sustancia que puede detectarse de forma fiable por un
método dado (Boqué et al., 2002). Otra definicion més reciente es: concentracion o cantidad real
del analito presente en la muestra de analisis que conducira, con una probabilidad, a la conclusién
de que la concentracion (cantidad) del analito es mayor en el material que se analiza que en el

material testigo (Sandoval, 2010).
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1.4.2.5. Exactitud.

La Guia Técnica de Validacion de Métodos define la exactitud como: “el grado de concordancia
entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia”. El término “exactitud”, esta aplicado a
un grupo de resultados de un ensayo, y supone una combinaciéon de componentes aleatorios y
un componente comun de error sistematico o sesgo (Sandoval, 2010). En otras palabras la
exactitud expresa la cercania que hay entre el valor que es aceptado, y el valor encontrado
obtenido al aplicar un determinado nimero de veces el procedimiento establecido (Burneo, 2012).

1.4.2.6. Precision.

La precisién de un método analitico describe la cercania de las medidas individuales de un analito
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a alicuotas multiples de un Unico volumen
homogéneo de matriz bioldgica (FDA, 2001), se expresa como el porcentaje de la desviacion
estandar relativa de un nimero de muestras que deben ser estadisticamente significativas,
depende de la concentracion y debe medirse con concentraciones diferentes dentro del rango

aceptado. Una precision admisible es del 20% (Burneo, 2012).
1.4.2.7. Repetibilidad.

Se define como la precision bajo las condiciones de repetibilidad, lo que significa; que son
condiciones en donde los resultados de analisis independientes se consiguen con el mismo
método en items de analisis similares, en el mismo laboratorio y por el mismo técnico, a través

del uso del mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de tiempo (Sandoval, 2010).
1.4.2.8. Reproducibilidad.

Es la precisién bajo las condiciones de reproducibilidad, en otras palabras, son condiciones donde
los resultados de los analisis se logran con el mismo método en items semejantes de analisis en
condiciones diferentes como de laboratorio, otros operadores, equipos distintos, etc. (Sandoval,
2010).

1.4.2.9. Recuperacion.

Es la concentracion medida respecto a la cantidad conocida afiadida a la matriz. Los
experimentos de recuperacion deben realizarse para muestras extraidas a tres concentraciones.
La recuperacion permite observar el rendimiento de un método analitico en cuanto al proceso de

extraccidon y la cantidad del analito existente en la muestra original. De esta manera, la

15



recuperacion esta interiormente relacionada a las caracteristicas de la matriz de la muestra (FDA,
2001).

1.5. Derivatizacion

La derivatizacién es una técnica utilizada en quimica (analitica, general), en la que un compuesto

quimico se transforma por reaccionar con un producto similar, llamado derivado (Pineda, 2015).

La derivatizacion en GC-MS puede definirse como una técnica que modifica principalmente la
funcionalidad de un analito para permitir separaciones cromatogréficas. Un analito modificado en
este caso sera el producto, que se conoce como el derivado. El derivado puede tener una

estructura similar o estrechamente relacionada al compuesto quimico original (Orata, 2012).
1.5.1. Sililacién via N-methyl-N-trimethylsilytrifluoroacetamide (MSTFA).

La sililacién es la reaccion mas frecuente utilizada en la derivatizacién, ya que hace menos polar
la muestra, permitiendo una mejor volatilizaciéon. Se introduce un grupo sililo en las moléculas
mediante una reaccidn Sy2 con el hidrégeno activo. La reaccién es impulsada por la presencia
de un buen grupo saliente, con baja basicidad, y su capacidad para estabilizar una carga negativa
en el estado de transicién. También por el enlace posterior entre el grupo saliente y el &tomo de
silicio. EI mecanismo implica la sustitucién del hidrégeno activo por el grupo trimetil-sililo. En este
tipo de derivatizacion, tanto los disolventes como las muestras deben estar completamente secos

debido a la sensibilidad del reactivo sililico a la humedad (Pineda, 2015).
1.6. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia definida como técnica de analisis instrumental tiene la capacidad de brindar
informacién tanto cualitativa como cuantitativa sobre la composicion de una mezcla. También, las
especies separadas se pueden determinar empleando los detectores apropiados (Valencia,
2008).

La cromatografia de gases es una técnica, cuyo método consiste en la separacion de los
componentes volatiles y semivolatiles de una muestra. La combinacion de altas resoluciones,
sensibilidad y tiempos de andlisis cortos, son varias de sus ventajas. Usualmente la cromatografia
de gases es empleada para determinar la presencia o ausencia de uno o varios compuestos en
una muestra determinada. Por otro lado, la espectrometria de masas puede identificar de manera
casi infalible cualquier sustancia pura, pero regularmente no tiene la capacidad de identificar los

componentes individuales de una mezcla sin separar previamente sus componentes, esto se
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debe a la extrema complejidad del espectro obtenido por superposicion de los espectros
particulares de cada componente. En conclusion, una mezcla de compuestos inyectada en el
cromatografo de gases (figura 4) se va a separar en la columna cromatogréfica consiguiendo la
elucion continua de los componentes individuales aislados que van rapidamente al espectrometro
de masas, aqui cada compuesto se rastrea en forma de pico cromatogréafico y se identifica a
través de su correspondiente espectro de masas (Gutiérrez & Droguet, 2002). La cromatografia
de gases es ampliamente usada para realizar andlisis cuantitativos y cualitativos de mezclas,
para la purificacion de compuestos y para la determinacién de constantes termoquimicas como
por ejemplo calores de solucién y vaporizacién, coeficientes de actividad y presién de vapor
(Gutiérrez & Droguet, 2002).

1.6.1. Tipos de detectores.

Los detectores cromatograficos son dispositivos que miden la concentracion de cada componente

de la muestra y generan una sefial eléctrica proporcional a dicha concentracion (Valencia, 2008)
1.6.1.1. Detector de lonizacion de Llama (DIL).

Es el detector mas usado, y uno de los mas aplicables en cromatografia de gases. El fundamento
del DIL menciona que la conductividad eléctrica de un gas es directamente proporcional a la
concentracion de las particulas cargadas dentro del gas. Su respuesta se da al nimero de atomos
de carbono que entran en el detector por unidad de tiempo, es por esto que es considerado un

detector sensible a la masa que un sistema sensible a la concentracion (Valencia, 2008).
1.6.1.2. Detector de Conductividad Térmica (DCT).

Su funcionamiento se basa en el principio de que; un cuerpo caliente perdera calor a una
velocidad que depende de la composicion del gas que lo rodea. De esta forma la velocidad de

pérdida de calor podria usarse como una medida de la composicion del gas (Valencia, 2008).
1.6.1.3. Detector de Captura de Electrones (DCE).

Este detector es uno de los mas usados para analizar muestras medioambientales, debido a la
gran selectividad para detectar compuestos halogenados, como pesticidas, etc. Este tipo de
detector mide las disminuciones de una sefial en vez del aumento de la corriente eléctrica. Una
lamina de tritio ioniza las moléculas de nitrégeno y forma electrones lentos, eso sucede a medida

de que el gas nitrogeno fluye por el detector (Valencia, 2008).
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Figura 4. Cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de masas.
Fuente: El Autor.

Elaboracion: El Autor.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
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2.1. Tratamiento de las muestras de Bixa orellana

2.1.1. Recoleccidn, secado y trituracion de 120 muestras de Bixa orellana.

Los especimenes de B. orellana utilizados en la presente investigacion fueron colectados por un
grupo de técnicos de la Universidad en 4 sectores de la zona sur del Ecuador; 3 de la provincia
de Zamora Chinchipe los cuales fueron: Jambog, Los Encuentros y Podocarpus y 1 de la provincia
de Loja, el cual fue Paltas, de cada sector se recolectaron 30 muestras (frutos) las cuales
inmediatamente fueron puestas en la camara de secado durante 3 dias a 35 °C y 40% de
humedad.

Seguidamente se procedié a desgranar frutos de B. orellana para obtener las semillas, por ultimo
se tritur6é de entre 30 a 40 semillas por cada especimen a través de un molino eléctrico hasta un
tamafio de particula menor a 75. Se dividieron las semillas trituradas en 3 porciones de 100 mg
cada una y se pusieron en viales &mbar, con la finalidad de realizar los analisis por triplicado para
cada una de éstas.

2.1.2. Extractos de B. orellana a través de maceracién dinamica.

A cada porcién de 100mg se le realizé maceraciéon dindmica, dicho proceso consistié en agregar
10 mL de hexano a los viales que contenian la muestra, para seguidamente llevarlos a un agitador
orbital por un periodo de 4 horas a 250 rpm. Una vez finalizada la agitacion se filtr6 el macerado
usando papel filtro en frascos ambar los cuales previamente fueron etiquetados bajo el cédigo
BO-121 — BO-240, para cada repeticion se usaron las letras A-B-C, es decir BO-121A, BO-121B,
BO-121C. Cabe destacar que los procesos de maceracion y filtrado se realizaron por duplicado

para cada muestra.

Una vez finalizado el proceso de maceracion dindmica se procedio a secar los extractos en la
cabina de flujo laminar y posteriormente se almacenaron las muestras en un refrigerador General
Electric FUF 14SVJRWW a 4°C, obteniendo asi los extractos de B. orellana.

2.1.3. Preparacion de las muestras a partir de los extractos.

Cada extracto almacenado se llevé a temperatura ambiente y se disolvié en un balén de aforo
ambar de 10 mL en etanol grado reactivo con la ayuda del ultrasonido para su disolucion. De esta
disolucion se tomaron 50 uL en un insert y se agregaron 12,5 uL de a-tocoferol como estandar
interno. La mezcla se ubicé en una camara de vacio para que se evapore el solvente. Finalmente

se agregaron 50 uL de derivatizante MSTFA (N-methyl-N-trimethylsilytrifluoroacetamide), se sellé
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el vial de cada muestra, dejando reposar durante 15 minutos para que se produzca la reaccion y

a continuacién se realizé la inyeccion de cada muestra en el GC-MS.
2.2. Validacion del método analitico

La validacién del método analitico se realiz6 con la finalidad de certificar que los resultados
obtenidos a través de los analisis realizados son veraces. Para la validaciéon se usaron estandares
certificados de delta y gamma tocotrienol; alfa tocoferol con pureza > 99,6% provistos por la
Universidad de Arkansas para Ciencias Médicas de Little Rock, Estados Unidos. A continuacion,

se describe como se realizé la preparacion de los estandares.
2.2.1. Preparacion de soluciones: madre, estandar interno, muestra.
2.2.1.1. Preparacioén de delta tocotrienol.

Para preparar esta solucion madre se pesaron 7,71 mg de &-tocotrienol y se aforé con etanol

grado reactivo en un balén de 10 mL, por ende se obtuvo una concentracion de 771 ng/uL.
2.2.1.2. Preparacion de gamma tocotrienol.

Para preparar esta solucion madre se pesaron 4,17 mg de y-tocotrienol y se aforé con etanol

grado reactivo en un balén de 10 mL, por ende se obtuvo una concentracion de 417 ng/uL.
2.2.1.3. Preparacion de alfa tocoferol.

Para preparar el estandar interno se pesaron 9,61 mg de a-tocoferol y se afor6 con etanol grado

reactivo en un balén de 10 mL, por ende se obtuvo una concentracién de 961 ng/uL.
2.2.1.4. Preparacion de muestra.

Para la preparacion de la muestra se pesaron 3 mg de extracto de Bixa orellana (extracto
previamente preparado por un técnico de la UTPL) y se aforé con etanol grado reactivo en un

bal6n de 10 mL, por ende se obtuvo una concentracién de 300 ng/uL.
2.2.2. Método Analitico.

Los procedimientos para determinar los diferentes parametros del método se describirdn a

continuacion.
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2.2.2.1. Linealidad.

Se realiz6 una curva de calibracion la cual fue construida en tres dias consecutivos a partir de la
concentracion inicial de 771 ng/uL para &-tocotrienol y de 417 ng/uL para y-tocotrienol; se
determinaron 5 puntos a partir de diferentes concentraciones; las cuales fueron de 3; 7,5; 18,75;
46,88 y 117,19 ng/muL para &-tocotrienol y 0,55; 1,375; 3,438; 8,594 y 21,484 ng/uL para vy-

tocotrienol.
2.2.2.1.1. Linealidad (preparacién de muestras para la curva).

A partir de las soluciones madres de 0 y y tocotrienol se prepar6 una alicuota madre, la cual se
hizo a partir de una concentracion de 117,9 ng/uL para &-tocotrienol y 21,484 ng/uL para vy-
tocotrienol, al realizar los célculos se tom6 228 uL y 77,3 uL de delta y gamma tocotrienol,
respectivamente y se afor6 a 1500 uL con etanol grado reactivo; a partir de esta alicuota madre
se preparé 4 alicuotas diferentes tomando volimenes de 600, 240, 96 y 38,4 uL en base a las
concentraciones respectivas de cada compuesto y se aforé a 1500 uL con etanol grado reactivo.
A cada vial se lo colocé en el vértex durante 10 segundos para homogenizar la muestra. Ver

Anexo Il
2.2.2.2. Preparacion de alicuota del Estandar Interno (EI).

Para el método analitico planteado se determin6 una concentracion de 15 ng/uL para el El; se
tomo un volumen de 23,41 uL del alfa tocoferol madre y se aforé en un vial de 1500 uL con etanol
grado reactivo. Ver Anexo II.

2.2.2.3. Preparacién de muestras para la lectura en el Cromatégrafo de gases.

De cada concentracion preparada se tomaron 100 uL y se agreg6 en un vial con insert de 1,5
mL por cuadruplicado, a cada vial se agreg6 25 uL de la alicuota de El previamente preparado y
se colocaron los viales en la cAmara de vacio para secarlos en un periodo de 30 a 60 min. Se

agrego el derivatizante y se esper6 de 15 a 20 minutos para que reaccione.

La cuantificacion se la realizd en el cromatografo de gases acoplado a masas con el método
VALIDACION_GAMA Delta.

El cromatografo de gases es un equipo Agilent Technologies 6890N acoplado a espectrometria
de masas (Agilent Technologies 5973 inert), la separacion se alcanz6 utilizando un tipo de
columna DB-5ms: 0.25 mm x 30 m y 0.25 um de espesor de la pelicula, bajo las siguientes
condiciones:
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Tabla 2. Condiciones de trabajo del equipo de GC-MS.

Temperatura inicial 220 °C
Tiempo inicial 2 minutos
Rampa 25
Temperatura final 300 °C
Tiempo de equilibrio 1 minuto
Tiempo de corrido 15.20 minutos
Fase movil Helio
Presion 118.4 KPa
Flujo de gas 30mL/minuto
Modo SIM (468,482 y 502)

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

2.2.2.4. Limites.

Para determinar los limites de deteccion y cuantificacion se utiliz6 los resultados de las
concentraciones mas bajas para cada compuesto es decir 3 ng/uL y 0,55 ng/uL (d y y tocotrienal),

usando la media y desviacién estandar del conjunto de resultados de dichas concentraciones.
2.2.2.4.1. Limites de cuantificacion.
Para determinar el LOQ se us0 la ecuacion:
LOQ= m+5D.E.

Donde:
m: media
D.E: desviacion estandar de los resultados analizados de las muestras con menor concentracion.

2.2.2.4.2. Limites de deteccion.
Para determinar el LOD se us6 la ecuacion:

LOD= m+3D.E.

Donde:
m: media

D.E: desviaciéon estandar de los resultados analizados de las muestras con menor concentracion.
2.2.2.5 Exactitud

La exactitud se determind a través de la recuperacion; se tomo las tres concentraciones mas
bajas preparadas anteriormente, es decir 3; 7,5; 18,75 ng/uL para &-tocotrienol y 0,55; 1,375;

3,438 ng/uL para y-tocotrienol. Se agreg6 100 uL de cada unay se inserto en tres viales distintos
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con insert, se agrego 25 uL de estandar interno y se puso a secar de entre 30 a 60 minutos, una
vez seco, se colocd 100 uL de muestra (extracto de Bixa orellana) con una concentracion de 300
ng/uL y dejamos secar. Seguidamente se colocé 50 uL de derivatizante, se espero de entre 15 a
20 minutos para que reaccione, finalmente se procedié a leer en el cromatografo de gases
acoplado a espectrometria de masas. El andlisis se lo realizdé por triplicado para cada
concentracion.

2.2.2.6. Precision.
La precision se determind a través de la repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad: la determinacion de este parametro fue realizado por un operario, bajo las mismas
condiciones y metodologias de la exactitud en intervalos cortos de tiempo. Se utilizaron 3
concentraciones para cada compuesto (3; 7,55 y 46,88 ng/uL &-tocotrienol); (1,375; 8,594 vy
21,484 ng/uL y-tocotrienol).

Reproducibilidad: la determinacion de este parametro fue realizada por 3 operarios bajo las
mismas condiciones y metodologias de la exactitud de manera individual en 3 dias distintos. Se
utilizaron 3 concentraciones para cada compuesto (3; 7,55 y 46,88 ng/uL &-tocotrienol); (1,375;
8,594 y 21,484 ng/uL y-tocotrienol). Operario 1: Ing. James Calva, operario 2: Pablo Condolo,
operario 3: M. Sc. Santiago Ojeda.
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Extractos de B. orellana

Se obtuvieron 360 extractos de B. orellana, a través de maceracion dinamica. La eleccion del
hexano como solvente para la extraccién fue debido a que se necesitaba obtener extractos que
presenten compuestos quimicos con una determinada caracteristica, estos compuestos fueron
los tocotrienoles, para su extraccion se necesitd un solvente apolar. El tiempo de extraccion se

determiné en funcion del solvente y del agitador usado.

Para disminuir las pérdidas del extracto en el residuo de la extraccion, la operacion de maceracion
puede repetirse 2 0 3 veces después de haber escurrido el solvente de la extraccion anterior.

Este procedimiento disminuye la cantidad de extracto retenido en el residuo (Sharapin, 2000).

Dados éstos aspectos, nuestros extractos de Bixa orellana, estuvieron en buenas condiciones

para determinar la concentracion de &-tocotrienol y y-tocotrienol.

Las tablas 3 y 4 detallan el rendimiento de los extractos que presentaron la mayor concentracion
de tocotrienoles; mientras que las tablas 5 y 6 detallan el rendimiento de los extractos que
presentan menor concentracion de tocotrienoles. Dicho rendimiento se calculé a partir de la
siguiente férmula:

mg de extracto obtenido

Rendimiento = - * 100
mg de materia seca

En la Tabla 3, se observa las muestras que presentan mayor concentracion de 6-tocotrienol por
sector, también se indica el rendimiento del extracto de cada una de estas muestras; aqui se
puede evidenciar que el extracto con mayor rendimiento de &-tocotrienol es el de la muestra BO-
209, sin embargo esta muestra no posee la mayor concentracién para este compuesto; la muestra
con mayor concentracion de d-tocotrienol es la BO-121, pero el rendimiento de su extracto es el

menor entre las 4 muestras.

Tabla 3. Rendimiento porcentual de extractos con mayor concentracion de &-tocotrienol.

M Concentracion | mg extracto de | mg de materia | Rendimiento
uestra : :

o-tocotrienol obtenido seca del extracto
BO-121 | 90,9491 ng/uL 8,87 101,05 8,77%
BO-160 | 89,8672 ng/uL 11,3 102,33 11,04%
BO-209 | 68,0299 ng/uL 15,3 101,67 14,46%
BO-231 | 81,4549 ng/uL 10,73 101 10,63%

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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En la Tabla 4, se observa las muestras que presentan mayor concentracion de y-tocotrienol por
sector, también se indica el rendimiento del extracto de cada una de estas muestras; aqui se

puede evidenciar que el extracto con mayor rendimiento de y-tocotrienol es el de la muestra BO-

163, sin embargo esta muestra no posee la mayor concentracion para este compuesto.

Tabla 4. Rendimiento porcentual de extractos con mayor concentracion de y-tocotrienol.

Concentracion [ mg extracto de | mg de materia | Rendimiento
Muestra . .
y-tocotrienol obtenido seca del extracto
BO-121 | 12,2221 ng/uL 8,87 101,05 8,77%
BO-163 | 18,3274 ng/uL 22 101,33 21,71%
BO-205 | 14,1614 ng/uL 9,93 100,67 9,87%
BO-231 [ 18,9781 ng/uL 10,73 101 10,63%

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

En ambos casos (0 y y tocotrienol) se evidencia una notoria variacion entre las concentraciones
obtenidas y el rendimiento de los extractos; por lo tanto los valores establecidos reflejan el

porcentaje del extracto, mas no el de las concentraciones de tocotrienoles obtenidas.

Enla Tabla 5y 6, se detallan los rendimientos porcentuales de los extractos de las muestras con

la menor concentracion por sector & y y-tocotrienol.

Tabla 5. Rendimiento porcentual de extractos con menor concentracion de d-tocotrienol.

Concentraciéon [ mg extracto de [ mg de materia | Rendimiento
Muestra . )

&-tocotrienol obtenido seca del extracto
BO-149 | 10,3678 ng/uL 4,47 101 4,42%
BO-180 | 33,4932 ng/uL 6,80 100,93 6,74%
BO-206 | 13,4418 ng/uL 5,87 101 5,81%
BO-224 | 21,1944 ng/uL 5,37 101 5,31%

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla 6. Rendimiento porcentual de extractos con menor concentracion de y-tocotrienol.

Concentracion | mg extracto de| mg de materia | Rendimiento
Muestra : .
y-tocotrienol obtenido seca del extracto
BO-149 0,3232 ng/uL 4.47 101 4,42%
BO-180 | 2,2240 ng/uL 6,80 100,93 6,74%
BO-206 | 0,7605 ng/uL 5,87 101 5,81%
BO-212 | 4,0056 ng/uL 6,60 101 6,53%

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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3.2. Validacion del Método Analitico

3.2.1. Linealidad.

Segun la Guia de Validacién de la Salud Publica de Chile: “el fin de determinar la linealidad es el
de verificar si el método es capaz de dar una respuesta en un determinado intervalo de
concentraciones, proporcional a la cantidad de analito que se determinara en el laboratorio”
(Sandoval, 2010).

Los criterios de aceptacion planteados para la linealidad del método en ambos compuestos fueron
tomados de la guia de validacion; asi tenemos:

e El coeficiente de correlacion (r?) debe ser mayor a 0.99.
¢ Pendiente distinta de cero.

¢ Intercepto distinto de cero.

Para determinar los resultados de linealidad se uso6 el programa Excel 2010, a través de regresion

lineal; cuyos resultados fueron:
3.2.1.1. é-tocotrienol.

La curva de calibracion del &-tocotrienol fue evaluada utilizando muestras estandar sobre cinco
concentraciones (3; 7,5; 18,75; 46,88 y 117,19 ng/uL) como se muestra en la Figura 5. Los
resultados de linealidad se determinaron a través de regresion lineal, cuyos datos se obtuvieron
graficando el rango del area del pico del &-tocotrienol contra el estandar interno (y) versus la
concentracion del analito (ng/uL) en la muestra (Ver Anexo lll). La curva de calibracion fue
construida en el rango de 3-117,19 ng/uL, con los datos que se muestran en la tabla 7. El
promedio de las ecuaciones de regresion de estas curvas y sus coeficientes de correlacién (r?)

fue el siguiente:

e 12=0,9992
e Pendiente: y = 0,1604
e Intercepto: — 0,02

28



Tabla 7. Valores de &-tocotrienol para la curva de calibracion.

X Y Y_min Y_max

3 0,4340 -0,8303 1,7139
7,5 1,0577 -0,2570 2,5095
18,75 2,8882 1,1762 4,4985
46,88 7,8748 4,7599 9,4719
117,19 18,6464 13,7172 21,9028

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Figura 5. Linealidad de &-tocotrienol.
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

3.2.1.2. ytocotrienol.

La curva de calibracion de y-tocotrienol fue evaluada utilizando muestras estandar sobre cinco
concentraciones (0,55; 1,375; 3,438; 8,594 y 21,484 ng/uL) Figura 6. Los resultados de linealidad
se determinaron a través de regresion lineal, cuyos datos se obtuvieron graficando el rango del
area del pico del y-tocotrienol contra el estandar interno (y) versus la concentracion del analito
(ng/uL) en la muestra (Ver Anexo lll). La curva de calibracién fue construida en el rango de 0,55—
21,484 ng/uL, con los datos que se muestran en la tabla 8. El promedio de las ecuaciones de

regresion de éstas curvas y sus coeficientes de correlacion (r?) fue el siguiente:
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e 12=0,9996
e Pendiente: y =0,1339
e Intercepto: 0,0673

Tabla 8. Valores de y-tocotrienol para la curva de calibracion.
X Y Y_min Y_max
0,5500 0,1065 -0,0551 0,4034
1,3750 0,2529 0,0289 0,5332
3,4375 0,5515 0,2391 0,8578
8,5938 1,2372 0,7646 1,6692

21,4844 2,9321 2,0782 3,6977

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Figura 6. Linealidad de y-tocotrienol.
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

En las Tablas 7 y 8, también se indica los puntos minimos y maximos determinados, los cuales
se calcularon a partir de los datos que se muestran en el Anexo 1V, dichos puntos reflejan el rango

en el que cada curva del método en teoria debe encontrarse.

Segun la guia de directrices para la validacion de métodos analiticos de la ONU, el rque es igual

o mayor a 0,99; significa que hay una relacion directamente proporcional entre el intervalo de
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concentraciones comprendido con la respuesta (Anderson, 2010); es decir el método presenta
una buena linealidad tanto para &-tocotrienol en el rango de concentraciones de 3—-117,19 ng/uL,

como para y-tocotrienol en el rango de 0,55-21,484 ng/uL.
3.2.2. Limites deteccion (LOD) y Limites de cuantificacion (LOQ).

Los limites de deteccién y cuantificacion fueron determinados a través de la formula propuesta
en metodologia; a partir de los resultados obtenidos por triplicado de la menor concentracion es

decir; 3 ng/uL y 0,55 ng/uL para é-tocotrienol y y-tocotrienol, respectivamente.
3.2.2.1. ¢-tocotrienol.
En la Tabla 9, se muestra el conjunto de resultados de la menor concentracion (3 ng/ulL) que

obtuvo cada operario; el promedio y desviacion estandar de los mismos.

Tabla 9. Valores de la concentracion mas baja para determinar LOD y LOQ de &-tocotrienol.

Operario 1 | Operario 2 | Operario 3 | Promedio | Desv. Est
1,7615 3,6282 4,1339
3 ng/uL 3,8568 3,9309 0,5850 2,4954 1,1213
1,8556 2,9099 1,3959
1,4927 2,0468 2,3480

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Céalculo del limite de deteccién

Media (Promedio): 2,4954
Desviacién Estandar: 1,1213
LOD= m+3D.S.

LOD=2,4954 + 3*1,1213
LOD= 5,86 ng/uL

Céalculo del limite de cuantificacion
Media (Promedio): 2,4954
Desviacién Estandar: 1,1213

LOD= m+5D.S.

LOD=2,4954 +5*1,1213

LOD= 8,10 ng/uL

3.2.2.2 ytocotrienol

En la Tabla 10, se muestra el conjunto de resultados de la menor concentracién (0,55 ng/ulL)

gue obtuvo cada operario; el promedio y desviacién estandar de los mismos.

31



Tabla 10. Valores de la concentracion mas baja para determinar LOD y LOQ de y-tocotrienol.

Operario 1 | Operario 2 | Operario 3 | Promedio | Desv. Est
-0,0178 0,7497 0,5555
0.550 0,4749 0,6499 0,4571 0,3558 0,2290
ng/uL 0,1670 0,0431 0,3577
0,2118 0,0566 1,1757

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Calculo del limite de deteccién
Media: 0,3558

Desviacion Estandar: 0,2290
LOQ=m+3D.S.

LOD=0,3558 + 3 * 0,2290
LOD= 1,04 ng/uL

Céalculo del limite de cuantificacion
Media: 0,3558

Desviacién Estandar: 0,2290
LOQ= m+5D.S.

LOD=0,3558 + 5 * 0,2290

LOD= 1,50 ng/uL

El limite de deteccion, LOD, se define cominmente como la cantidad o concentracion minima de
sustancia que puede ser detectada de manera fiable por un método analitico dado (Boqué et al.,

2002); siendo 5,86 ng/uL y 1,04 ng/uL para &-tocotrienol y y-tocotrienol, respectivamente.

El limite de cuantificacion LOQ, es la cantidad o concentracién mas baja de analito que se puede
determinar con un nivel aceptable de precision (Morrillas, Barwick, Stephen, Engman &
Magnusson, 2016); siendo 8,10 ng/uL y 1,50 ng/uL para o&-tocotrienol y y-tocotrienol,

respectivamente.
3.2.3. Precision.

La precision se define como el grado de concordancia que hay entre ensayos independientes
obtenidos bajo unas condiciones estipuladas (Rodriguez, Pellerano, Romero, Acevedo &
Vazquez, 2012). La precision del método se determind a través de repetibilidad y reproducibilidad,
planteando criterios de aceptacion tomados de la Guia Eurachem; menor al 10% y menor al 15%,
respectivamente (coeficiente de variacion) (Morrillas et al., 2016). Para que el nivel de confianza
de los datos sea veridico, se realizo el andlisis de varianza en Excel 2010, en donde el F critico
fue mayor al F calculado, lo que significa que no existen diferencias significativas entre resultados
(Ver Anexo V).
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3.2.3.1. ¢-tocotrienol.

Enlas Tablas 11y 12, se muestran los coeficientes de variacion de repetibilidad y reproducibilidad
respectivamente para &-tocotrienol; todos los valores que se observan cumplen con la condiciéon
planteada del método. En la Tabla 13, se observa que todos los F calculados son menores al F
critico, por lo que se determina que no hay diferencia significativa entre los resultados y
repeticiones obtenidas.

Tabla 11. Porcentaje de Repetibilidad de d-tocotrienol.

Concentracion % CV Repetibilidad <10%
3 ng/uL 7,17% Cumple condiciéon
7,50 ng/uL 8,04 % Cumple condiciéon
46,88 ng/uL 9,56% Cumple condicién

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla 12. Porcentaje de Reproducibilidad de &-tocotrienol.

Concentracion | % CV Reproducibilidad <15%
3 ng/uL 7,17% Cumple condicién
7,50 ng/uL 8,04 % Cumple condicion
46,88 ng/uL 9,56% Cumple condicién

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla 13. Analisis ANOVA de d-tocotrienol.

Concentracion F calculado F critico F calculado < F critico
3 ng/uL 0,5175 4,2565 No existe diferencia significativa
7,50 ng/uL 0,8655 4,2565 No existe diferencia significativa
46,88 ng/uL 0,9504 4,2565 No existe diferencia significativa

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

3.2.3.2. ytocotrienol.

Enlas Tablas 14 y 15, se muestran los coeficientes de variacion de repetibilidad y reproducibilidad
respectivamente para y-tocotrienol; todos los valores que se observan cumplen con la condicion
planteada del método. En la Tabla 16, se observa que todos los F calculados son menores al F
critico, por lo que se determina que no hay diferencia significativa entre los resultados y
repeticiones obtenidas.
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Tabla 14. Porcentaje de Repetibilidad de y-tocotrienol.

Concentracion

% CV Repetibilidad

<10%

1,375 ng/uL 10,06% Cumple condicion
8,594 ng/uL 7,03 % Cumple condiciéon
21,484 ng/uL 6,78 % Cumple condiciéon

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla 15. Porcentaje de Reproducibilidad de y-tocotrienol.

Concentracion

% CV Reproducibilidad

<15%

1,375 ng/uL 10,06% Cumple condicion
8,594 ng/uL 7,03 % Cumple condicion
21,484 ng/uL 6,78 % Cumple condiciéon
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
Tabla 16. Andlisis ANOVA de y-tocotrienol.

Concentracion F calculado F critico F calculado < F critico
1,375 ng/uL 0,9559 4,2565 No existe diferencia significativa
8,594 ng/uL 0,3951 4,2565 No existe diferencia significativa

21,484 ng/uL 1.0162 4,2565 No existe diferencia significativa

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

3.2.4. Exactitud.

La Conferencia Internacional sobre la armonizacion de las prescripciones técnicas para el registro
de productos farmacéuticos para uso humano (ICH) sugiri6 un porcentaje de precision del 80-
120% para una estimacion fiable de los valores reales, es decir que los resultados obtenidos en
el método presentan una buena proximidad al valor real (Hui-Ling , Yee-Tan, Meganathan, Yee-
Lin, 2015), . Los calculos para determinar los porcentajes de recuperacion se muestran en el
Anexo VI. En las figuras 7 y 8 se puede observar que los niveles de recuperacion se encuentran
dentro de los limites establecidos; para ello se tomé los datos de las tablas 17 y 18
respectivamente. En dichas tablas se muestran los datos del extracto enriquecido con las 3
concentraciones minimas para cada compuesto (3; 7,5; 18,75 ng/uL para &-tocotrienol) y (0,55;

1,375; 3,438 ng/uL para y-tocotrienol). Ademas, se comprobd que no existe tendencia en los

resultados, cumpliendo con la condicién para cada compuesto.
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3.2.4.1. &-tocotrienol.

Procentaje

140%

130%

120%

110%

100%

90%

80%

70%

Rango intermedio

Extracto Extracto Extracto
+1 +2 +3
107% 111% 101%
115% 114% 119%
90% 100% 117%
93% 93% 105%

Fuente: El Autor.

Elaboracion: El Autor.

Recuperacion 6-tocotrienol
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Numero de muestras

5

6

Figura 7. Recuperacion de &-tocotrienol.

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Tabla 17. Porcentajes de Recuperacion de d-tocotrienol.
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3.2.4.2. ytocotrienol.

Tabla 18. Porcentajes de Recuperacion de y-tocotrienol.

Extracto Extracto Extracto
+1 +2 +3
105% 120% 103%
92% 117% 119%
94% 104% 109%
93% 93% 97%

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

140%

Recuperacion y-tocotrienol

\/~/\\\//\\

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

130%

120%

110%

100%

90%

Porcentaje

80%

70%
Numero de muestras

Rango intermedio Rango mdaximo Rango minimo —®—Datos

Figura 8. Recuperaciéon de y-tocotrienol.

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

3.3. Aplicacion del método analitico en los extractos de Bixa orellana

Una vez finalizado y validado el método analitico se procedi6 a realizar la cuantificacion de &y y-
tocotrienol presentes en los extractos de Bixa orellana a través de GC-MS, esto se evalud
utilizando las curvas de calibracién del método analitico. Se determiné la concentracion de un
total de 120 muestras por triplicado (360 muestras). & y y-tocotrienol se midieron usando a-

tocoferol como estandar interno a través de la siguiente férmula:
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x=concentracion de tocotrienol

y=relacion del tocotrienol/SlI

b=intercepto

m=pendiente

En el Anexo VII, se describen las tablas con las concentraciones de cada muestra por sector.

3.3.1. Resumen general de las muestras con mayor y menor concentracion de d y y-

tocotrienol.

En las tablas 19 y 20 se puede observar que el sector en el que se encuentra la muestra (BO-
121) con mayor concentracion de o&-tocotrienol es Jamboé (La Pituca) con 90,9491 ng/uL;
mientras que en el sector de Los Encuentros esta la muestra (BO-163) con mayor concentracion

de y-tocotrienol con 18,3274 ng/uL, respectivamente.

Tabla 19. Muestras con mayor concentracion de d-tocotrienol por sector.

Sector General Sector Especifico Muestra Concentraqon de
o-tocotrienol
Jamboé La Pituca BO-121 90,9491 ng/uL
Los Encuentros Rio Canchi BO-160 89,8672 ng/uL
Paltas San Francisco BO-209 68,0299 ng/uL
Podocarpus Piedratabla BO-231 81,4549 ng/uL

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla 20. Muestras con mayor concentracién de y-tocotrienol por sector.

- Concentracion de
Sector General Sector Especifico Muestra .
y-tocotrienol
Jamboé La Pituca BO-121 12,2221 ng/uL
Los Encuentros Rio Canchi BO-163 18,3274 ng/uL
Paltas San Francisco BO-205 14,1614 ng/uL
Podocarpus Piedratabla BO-231 18,9781 ng/uL

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

En las tablas 21 y 22 se puede observar que el sector Jamboé (Romerillo) es donde se presenta

la muestra (BO-149) con menor concentracion de &-tocotrienol con 10,3678 ng/uL y la muestra

(BO-149) con menor concentracion de y-tocotrienol con 0,3232 ng/ulL, respectivamente.
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Tabla 21. Muestras con menor concentracion de &-tocotrienol por sector.

Sector General Sector Especifico Muestra Concentragon de
o-tocotrienol
Jamboé Romerillo BO-149 10,3678 ng/uL
Los Encuentros Los Encuentros BO-180 33,4932 ng/uL
Paltas San Francisco BO-206 13,4418 ng/uL
Podocarpus Piedratabla BO-224 21,1944 ng/uL

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla 22. Muestras con menor concentracion de y-tocotrienol por sector.

Sector General Sector Especifico Muestra Concentra.cmn de
y-tocotrienol
Jamboé Romerillo BO-149 0,3232 ng/uL
Los Encuentros Los Encuentros BO-180 2,2240 ng/uL
Paltas San Francisco BO-206 0,7605 ng/uL
Podocarpus Macara BO-212 4,0056 ng/uL

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Finalmente se determind la concentracion promedio de cada compuesto por cada sector,
obteniendo los siguientes resultados.

Concentracién promedio por sector de &-tocotrienol:

e Jamboé (Zamora Chinchipe): 42,9960 ng/uL.

e Los Encuentros (Zamora Chinchipe): 62, 2889 ng/uL.
e Paltas (Loja): 38,2647 ng/uL.

e Podocarpus (Zamora Chinchipe): 47,5741 ng/uL.

Concentracién promedio por sector de y-tocotrienol:

e Jamboé (Zamora Chinchipe): 4,0959 ng/uL.

e Los Encuentros (Zamora Chinchipe): 10,7732 ng/uL.
e Paltas (Loja): 5,2164 ng/uL.

e Podocarpus (Zamora Chinchipe): 11,0660 ng/uL.

El presente estudio es el primero en determinar la concentracion de & y y tocotrienol en extractos
de la especie de Bixa orellana. La razon por la cual se realizd este proyecto es que diversos
estudios afirman que los tocotrienoles han sido descritos como protectores para lesiones
inducidas por accidente cerebrovascular, cancer pancreatico, cancer hepatico, cancer de mama,
cancer de proéstata, cancer de piel, reduccién del colesterol, contramedidas de diabetes y
radiacion (Pineda, 2015), es decir debido a su gran potencial terapéutico.
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En un estudio que determind las concentraciones de tocoferoles y tocotrienoles en distintos
cultivos de zonas europeas se detalla, que las diferencias entre los valores de distintos estudios
se debe probablemente a los métodos empleados, en donde varian la selectividad, sensibilidad
de equipos, asi como también existen varias metodologias que se usan para identificar y separar
estos compuestos (Amaral,Casal, Alves, Seabra & Oliveira, 2006), por lo que los resultados

obtenidos en el presente estudio son confiables.
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CONCLUSIONES

Se determind un procedimiento para obtener extractos de Bixa orellana, con fines de
andlisis de la riqueza presente de tocotrienoles.

Se disefidé un método simple, preciso, seguro y reproducible en GC-MS para analizar 8-
tocotrienol y y-tocotrienol en extractos de las semillas de Bixa orellana.

El método analitico para determinar la concentracién de & y y tocotrienol fue validado a
través de los parametros de linealidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
exactitud (recuperacién), precision (repetibilidad y reproducibilidad) cumpliendo con los
criterios de aceptacion establecidos y con las normas internacionales de validacién
analitica.

Se determind la concentracion de 6 y y-tocotrienol en los extractos obtenidos de Bixa
orellana, usando el método analitico validado.

El sector que en promedio obtuvo la mayor concentracion promedio de é-tocotrienol fue:
Los Encuentros de la provincia de Zamora Chimchipe con 62,2889 ng/uL.

El sector que en promedio obtuvo la mayor concentracion de y-tocotrienol promedio fue:

El Podocarpus de la provincia de Zamora Chinchipe con 11,0660 ng/uL.
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RECOMENDACIONES

Con la finalidad de presentar resultados confiables y precisos, las condiciones de trabajo
(material, equipos, temperatura, estandares, reactivos, etc.) deben ser las mismas para
todo el método analitico.

Es de gran importancia que el laboratorio (analistas) tenga claro cuéles son los criterios
de aceptacion del método previamente disefiado, para establecer la validacion.

La validacién del método analitico debe efectuarse de forma metddica, ordenada y
confiable.

Es importante que todo el método analitico sea trabajado con viales, frascos, balones,
etc., de color ambar.

Una vez colocado el derivatizante se debe esperar durante 15 minutos para realizar la
lectura en el GC-MS.

Sobre el rendimiento de los sectores que presentan mayor concentracion promedio de
compuestos, se recomiendo realizar un muestreo mas olgado para determinar las
concentraciones de tocotrienoles (bajo las mismas condiciones) y asi realizar un estudio
comparativo con el presente trabajo.

Se recomiendo realizar estudios taxonémicos para determinar si hay relacién o no entre

las distintas especies de Bixa orellana, y la concentracion de tocotrienoles en las mismas.
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ANEXO I: Especificidad del método.
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32000 -
30000 —f
28000 —f
26000 —i
24000 —E
22000 —E
20000 —i
18000 —f
16000 —E
14000 —i

12000

10000
8000
6000 é 7.00
] y-tocotrienol
4000
] 714
2000 a-tocoferol
B abo ' ' " oeb ' ' "ol ' " 1o ' " m '

Figura 9. Cromatograma de & y y-tocotrienol y a-tocoferol.
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla 23. Tiempos de retencién y pesos moleculares de & y y-tocotrienol y de a-tocoferol.

Metabolito Tiempo de retencién Peso molecular
O-tocotrienol 6.52 468
y-tocotrienol 6.98 482
a-tocoferol 7.12 502

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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ANEXO II: Diagrama para la elaboracion del método analitico.

Solucién madre de
&-tocotrienol

Solucién madre de
y-tocotrienol

771 ng/uL 417 ng/uL
228 \
W\
u n3
Alicuota madre
&-tocotrienol: 117,19 ng/uL
y-tocotrienol: 21,484 ng/uL
N\
W)
S S’
»
v

.

&-tocotrienol: 46,88 ng/uL
y-tocotrienol: 8,594 ng/uL

&-tocotrienol: 18,75 ng/uL
y-tocotrienol: 3,438 ng/uL

&-tocotrienol: 7,5 ng/uL
y-tocotrienol: 1,375 ng/uL

&-tocotrienol: 3 ng/uL
v-tocotrienol: 0,55 ng/uL

Vv

234 uL

a-tocoferol
961 ng/uL

15 ng/uL

Cada vial fue aforado a 1500 uL
con etanol grado reactivo.
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ANEXO lII: Relacién & y y-tocotrienol sobre a-tocoferol.

En la Tabla 24 se presenta los resultados conseguidos por cada operario a través de la division
realizada de los datos obtenidos en GC-MS para d-tocotrienol para los datos obtenidos en GC-
MS del Estandar Interno (a-tocoferol) para cada concentracién (ng/uL). Posteriormente se realizé
un promedio de los datos obtenidos para cada concentracion, de tal forma que se pueda construir

la curva de calibracidon que se muestra en la Tabla 7 en resultados.

Tabla 24. Relacion &-tocotrienol sobre a-tocoferol.

18,75 46,88 117,19
3ng/uL | 7.5 ng/ul ng/ulL ng/ulL ng/ulL
0,4795 0,9981 2,8918 7,8947 16,9359
_ 0,3847 0,9689 2,9370 7,0691 19,0797
Operario 1
0,4273 1,0418 3,0642 8,7464 18,9411
0,3773 1,1168 3,2413 8,5938 19,1189
0,4000 0,9487 2,8963 7,4902 19,1264
_ 0,4292 1,1271 2,9795 7,9729 20,9166
Operario 2
0,4036 1,1628 2,9196 8,2180 19,7882
0,4227 0,9251 2,9209 7,7260 17,2161
0,4558 1,1792 2,7625 6,5221 18,3754
_ 0,4384 1,0913 3,0642 7,6649 16,1920
Operario 3
0,4123 1,0512 2,7349 8,6221 17,5832
0,4301 1,0956 2,7398 6,8908 16,4386

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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En la Tabla 25 se presenta los resultados conseguidos por cada operario a través de la division
realizada de los datos obtenidos en GC-MS para y-tocotrienol para los datos obtenidos en GC-
MS del Estandar Interno para cada concentracion (ng/uL). Posteriormente se realizd un promedio
de los datos obtenidos para cada concentracion, de tal forma que se pueda construir la curva de
calibracion que se muestra en la Tabla 8 en resultados.

Tabla 25. Relacion y-tocotrienol sobre a-tocoferol.

0.55 na/ul. 1,375 3,4375 8,59375 21,484375
’ g ng/ulL ng/ulL ng/ulL ng/uL

0,1364 0,2779 0,5397 1,3183 2,6346

_ 0,0749 0,2434 0,5099 1,0811 2,9672
Operario 1

0,0810 0,2643 0,4418 1,4329 2,9658

0,0909 0,2079 0,5859 1,3463 3,0243

0,1303 0,2131 0,5198 1,2154 3,1222

_ 0,1093 0,2483 0,5232 1,2989 3,3550
Operario 2

0,1145 0,2685 0,5410 1,2868 3,1267

0,0987 0,2109 0,5424 1,2791 2,6713

0,1077 0,2719 0,5590 1,1426 3,1648

_ 0,1057 0,2664 0,4418 1,2785 2,9568
Operario 3

0,1121 0,2552 0,5225 1,4420 3,1846

0,1069 0,2447 0,6170 1,3153 3,0279

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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ANEXO |V: Datos para calcular los limites mdximos y minimos de la curva de calibracion.

En la Tabla 26 se describen los datos para determinar los limites maximos y minimos (tabla 7)
para la curva de &-tocotrienol. Primeramente se determiné la pendiente minima y méaxima,
tomando el menor valor de entre las 6 curvas, de esta misma manera se determiné el intercepto

minimo y maximo.

Tabla 26. Datos para determinar los limites maximos y minimos de &-tocotrienol.

Curval Curva 2 Curva 3 Curva 4 Curvab Curva 6
m_min 0,1285 0,1450 0,1623 0,1750 0,1443 0,1274
m_max 0,1620 0,1450 0,1672 0,1582 0,1686 0,1768
b_min -0,7362 -0,9333 -0,3362 -0,5705 -0,8863 -1,2125
b_max 1,1835 1,1813 -0,0593 0,0128 0,5041 1,1246
b 0,2236 0,1240 -0,1977 -0,2788 -0,1911 0,2000
m 0,1453 0,1635 0,1648 0,1801 0,1565 0,1521
Sxy 0,5695 0,6274 0,0821 0,1731 0,4125 0,8381
R? 0,9974 0,9975 1,0000 0,9998 0,9988 0,9949

Fuente: El Autor.
Elaboraciéon: El Autor.

Promedio
m_min 0,1471 _
m_max 0,1675 : Min Max
b _min -0,7792 Pendiente 0,1274 0,1768
b max 0,7391 Intercepto -1,2125 1,1835
b -0,0200
m 0,1604
Sxy 0,4504
R? 0,9981

Para determinar el limite minimo se utilizé la siguiente formula:
Limite minimo = my,;, * concentracion + by,
Para determinar el limite maximo se utilizé la siguiente férmula:

Limite maximo = my,,y * concentracion + by«

Donde:
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Mmin= pendiente minima
Mmax= pendiente maxima
bmin= intercepto minimo
max=intercepto maximo
Concentracién=concentraciones utilizadas para la curva
En la Tabla 27 se describen los datos para determinar los limites maximos y minimos (tabla8)
para la curva de y-tocotrienol. Primeramente se determind la pendiente minima y méaxima,
tomando el menor valor de entre las 6 curvas, de esta misma manera se determiné el intercepto

minimo y maximo.

Tabla 27. Datos para determinar los limites maximos y minimos de y-tocotrienol.

Curval Curva 2 Curva 3 Curva 4 Curva b Curva 6
m_min 0,1019 0,1251 0,1275 0,1071 0,1309 0,1291
m_max 0,1359 0,1472 0,1456 0,1380 0,1574 0,1473
b_min -0,0398 -0,1051 0,0275 -0,0705 -0,1112 -0,0125
b_max 0,3168 0,1257 0,0782 0,2540 0,1664 0,1778
b 0,1385 0,0103 0,0528 0,0917 0,0276 0,0827
m 0,1189 0,1361 0,1431 0,1226 0,1441 0,1382
Sxy 0,1058 0,0685 0,0150 0,0963 0,0823 0,0565
R? 0,9960 0,9987 0,9999 0,9969 0,9984 0,9992

Fuente: El Autor.
Elaboraciéon: El Autor.

Promedio
m_min 0,1036
m_max 0,1452 Min Max
b_min -0,0519 Pendiente 0,1019 0,1574
b _max 0,1865 Intercepto -0,1112 0,3168
b 0,0673
m 0,1339
Sxy 0,0707
R? 0,9982

Para determinar el limite minimo se utiliz6 la siguiente formula:
Limite minimo = my,;, * concentracion + by,

Para determinar el limite maximo se utilizé la siguiente férmula:

Limite maximo = my,,x * concentracion + by, .«
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Donde:

Mmin= pendiente minima
Mmax= pendiente maxima
bmin= intercepto minimo
max=intercepto maximo
Concentracibn=concentraciones utilizadas para la curva
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Anexo V: Repetibilidad y Reproducibilidad, ANOVA.

Repetibilidad y Reproducibilidad:

Para establecer la precision del método analitico se determind la repetibilidad y reproducibilidad,
a través del uso del analisis ANOVA de un factor en el programa Excel 2010 (figuras 10, 11, 12,
13, 14,15); tomando los datos de las réplicas (n=4) de tres concentraciones para d-tocotrienol (3;
7,55 y 46,88 ng/mL), tablas 28,29, 30 y tres para y-tocotrienol (1,375; 8,594 y 21,484 ng/mL)
tablas 31, 32, 33. Analizando los coeficientes de variacion obtenidos, asi como también
comparando el F critico con el F calculado.

&-tocotrienol:

Tabla 28. Datos de réplicas de la concentracion 3 ng/uL de &-tocotrienol.

3 ng/uL [Operario 1|Operario 2 |Operario 3
0,4795 0,4000 0,4558
0,3847 0,4292 0,4384
0,4217
0,4273 0,4036 0,4123
0,3773 0,4227 0,4301
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 4 1.668875296 0.417218824 0.00221158
Columna 2 4 1.655463202 0.413865801 0.00020275
Columna 3 4 1.736600716 0.434150179 0.00032654
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones  Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0.000945826 2 0.000472913 0.51754826 0.612694949 4.256494729
Dentro de los grupos 0.008223808 9 0.000913756
Total 0.009169634 11
Sr 3 0.030228404 7.17% <10%
SLn2 -0.000110211
SR 3 0.030228404 7.17% <15%

Figura 10. Analisis ANOVA de la concentracion 3 ng/uL de &-tocotrienol.

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Tabla 29. Datos de réplicas de la concentracion 7,55 ng/uL de d-tocotrienol.

7,55 ng/uL | Operario 1 Operario 2 | Operario 3
0,9981 0,9487 1,1792
0,9689 1,1271 1,0913
1,0589
1,0418 1,1628 1,0512
1,1168 0,9251 1,0956
Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 4 4,1257553 1.031438825 0.00413878

Columna 2 4 4.163774315 1.040943579 0.01473545

Columna 3 4 4,417307309 1104326827 0.00285428

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones  Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F

Entre grupos 0.012560583 2 0.006280292 0.86551036 0.453113124 4,256454729

Dentro de los grupos 0.065305543 9 0.007256171

Total 0.077866126 11

Sr A 0.085183164 8.04% <10%

SLn2 -0.00024397

SR A 0.085183164 8.04% <15%

Figura 11.Anélisis ANOVA de la concentracion 7,55 ng/uL de &-tocotrienol.
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Tabla 30. Datos de réplicas de la concentracion 46,88 ng/uL de &-tocotrienol.

46,88 ng/uL | Operario 1 | Operario 2 | Operario 3
7,8947 7,4902 6,5221
7,0691 7,9729 7,6649
7,8086
8,7464 8,2180 8,6221
8,8858 7,7260 6,8908
Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 4 32.59602287 8.145005716 0.71022603
Columna 2 4 31.40717373 7.851793432 0.09844854
Columna 3 4 29.69992555 7.424981386  0.8637649
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones = Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 1.059619859 2 0.52980993 0.95036611 0.422221916 4.256494729
Dentro de los grupos 5.017318402 9 0.557479822
Total 6.076938261 11
Sr A 0.746645714 9.56% <10%
SLn2 -0.006917473
SR 3 0.746645714 9.56% <15%

Figura 12. Analisis ANOVA de la concentracion 46,88 ng/uL de &-tocotrienol.
Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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y-tocotrienol:

Tabla 31. Datos de réplicas de la concentracion

1,375 ng/uL de y-tocotrienol.

1,375 ng/uL | Operario 1 | Operario 2 | Operario 3
0,2477 0,2779 0,2131 0,2719
0,2434 0,2483 0,2664
0,2643 0,2685 0,2552
0,2079 0,2109 0,2447
Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varignza
Columna 1 4 0.993525437 0.248381359  0.0009288
Columna 2 4 0.940885735 0.235221434 0.00078663
Columna 3 4 1.038206653 0.259551663 0.00014648
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados  Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad = Valor critico para F
Entre grupos 0.001186559 2 0.00059328 0.95592167 0.420290663 4.256494729
Dentro de los grupos 0.005585726 9 0.000620636
Total 0.006772285 11
Sr 3 0.024912571 10.06% <10%
SLA2 -6.83915E-06
SR 3 0.024912571 10.06% <15%

Figura 13. Analisis ANOVA de la concentraciéon 1,375 ng/uL de y-tocotrienol.

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Tabla 32. Datos de réplicas de la concentracion 8,594 ng/uL de y-tocotrienol.

8,594 ng/uL | Operario 1 | Operario 2 | Operario 3
1,3183 1,2154 1,1426
1,0811 1,2989 1,2785
1,2864
1,4329 1,2868 1,4420
1,3463 1,2791 1,3153
Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 4 5.178625735 1.294656434 0.02265258
Columna 2 4 5.080103534 1.270025883  0.0013944
Columna 3 4 5.306735343 1.326683836  0.0004651
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones  Suma de cuadrados  Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F

Entre grupos 0.006456723 2 0.003228361 0.39511464 0.684736395 4.256494729
Dentro de los grupos 0.073536259 9 0.008170695

Total 0.079992982 11

Sr 3 0.090391899 7.03% <10%

SLA2 -0.001235584

SR 3 0.090391899 7.03% <15%

Figura 14. Andlisis ANOVA de la concentracion 8,594 ng/uL de y-tocotrienol.

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Tabla 33. Datos de réplicas de la concentracion 21,484 ng/uL de y-tocotrienol.

21,484 ng/uL | Operario 1 | Operario 2 | Operario 3
2,6346 3,1222 3,1648
2,9672 3,3550 2,9568
3,0168
2,9658 3,1267 3,1846
3,0243 2,6713 3,0279
Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 4 11.59197793 2.897954483 0.03157574
Columna 2 4 12.27515147 3.068737868 0.08202417
Columna 3 4 12.3341241 3.083531024 0.01198631
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad = Valor critico para F

Entre grupos 0.085082065 2 0.042541033 1.01621407 0.400010424 4,256494729
Dentro de los grupos 0.376760473 9 0.041862275

Total 0.461842538 11

Sr k 0.204602724 6.78% <10%

SLA2 0.000169689

SR 7 0.205016985 6.80% =15%

Figura 15. Andlisis ANOVA de la concentracion 21,484 ng/uL de y-tocotrienol.

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.
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Anexo VI: Recuperaciéon de & y y-tocotrienol.

Tabla 34. Datos para determinar la Recuperacion de & y y-tocotrienol.

R(Iajlacién Concentracién R Delta % Relacién [ Concentracion R Gamma %
elta Delta Gamma Gama
11,3403 76,5259 0,6621 4,4034
£ 10,8855 67,9423 0,7267 2,0999
12,4720 75,5369 0,7490 5,0023
13,0661 78,2354 0,8149 5,3969
12,6029 85,2180 107% 0,7544 5,1797 105%
E+1 13,0820 81,3472 115% 0,7719 2,4317 92%
11,6428 70,4645 90% 0,7784 5,2149 94%
12,6217 75,5371 93% 0,8372 5,5564 93%
13,7352 93,0130 111% 0,9600 6,9084 120%
E+2 13,8657 86,1303 114% 0,9921 4,0493 117%
13,7186 83,1630 100% 0,9718 6,6152 104%
13,3425 79,9134 93% 0,9433 6,3163 93%
14,1931 96,1649 101% 1,0971 8,0611 103%
E+3 16,6751 103,2761 119% 1,3382 6,5912 119%
18,1627 110,3492 117% 1,3325 9,2257 109%
16,9444 101,7815 105% 1,2588 8,5755 97%

Fuente: El Autor.
Elaboracion: El Autor.

Tabla resumen de los datos obtenidos para calcular los porcentajes de recuperacién en cada
compuesto (tablas17 y 18). La relacién delta y relacibn gamma, se obtienen a través de la division
del resultado dado por el GC-MS de cada compuesto sobre el estandar interno. La concentracion
de cada compuesto se obtiene al reemplazar la relaciéon de cada compuesto en la ecuacion de la
recta. Finalmente los porcentajes de recuperacion se obtienen mediante la divisibn de la

concentracion de cada compuesto del extracto enriquecido sobre la concentracion del extracto

mas la concentracion trabajada para cada compuesto.

Concentracion extracto enriquecido

Concentracion extracto + concentracion trabajada
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ANEXO VII: Concentracion de & y y-tocotrienol en los extractos de Bixa orellana por

Tabla 35. Concentracion de tocotrienoles en los extractos de Jamboé.

sectores.

L Concentraciones ng/uL
N Sector Caodigo
5 Y

1 |[LaPituca BO - 121 90,9491 12,2221
2 |LaPituca BO - 122 67,4180 6,1019
3 |La Pituca BO - 123 35,4191 4,7303
4 |La Sakatza BO - 124 18,4926 1,9874
5 [La Sakatza BO - 125 29,4297 2,0162
6 |La Sakatza BO - 126 53,6043 4,0520
7 |La Sakatza BO - 127 12,1863 0,5505
8 [La Sakatza BO - 128 33,4357 1,4750
9 [La Pituca BO - 129 59,1648 6,8639
10 |La Pituca BO - 130 52,7868 5,3146
11 |La Pituca BO - 131 25,0911 2,7703
12 [Numbami NCI BO - 132 67,4774 7,2047
13 | Numbami NCI BO - 133 31,8868 2,7577
14 | Numbami NCI BO - 134 49,4276 4,6651
15 | Numbami NCI BO - 135 37,9226 3,3014
16 [Numbami NCI BO - 136 45,9319 4,5495
17 [Numbami NCI BO - 137 46,7639 3,3440
18 | Numbami NCI BO - 138 31,2939 4,4823
19 | Numbami NCI BO - 139 34,2622 3,7472
20 | Numbami NCI BO - 140 30,1742 2,2422
21 | Numbami BO - 141 36,1515 2,3014
22 | Numbami BO - 142 46,1290 4,8881
23 [Numbami BO - 143 31,8275 2,6591
24 [ Numbami BO - 144 28,5437 2,7270
25 [ Numbami BO - 145 62,9537 4,6876
26 | Romerillo B BO - 146 64,5004 5,8526
27 |Romerillo B BO - 147 54,8355 5,8142
28 [Romerillo A BO - 148 48,3123 3,7585
29 [Romerillo A BO - 149 10,3678 0,3232
30 |Romerillo A BO - 150 80,2636 5,4861

Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
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Tabla 36. Concentracién de tocotrienoles en los extractos de Los Encuentros.

L Concentraciones ng/uL
N Sector Caodigo
5 ¥

31 |Los Encuentros BO - 151 84,2754 6,6418
32 |Los Encuentros BO - 152 62,5029 7,4514
33 [Paquisha BO - 153 71,6866 14,0770
34 |Paquisha BO - 154 57,6409 5,4007
35 |Bellavista BO - 155 84,3064 4,2470
36 |Bellavista BO - 156 73,8764 12,6262
37 |Bellavista BO - 157 63,3179 4,6790
38 |Bellavista BO - 158 75,5208 15,8243
39 |Rio Canchi BO - 159 72,1110 14,2589
40 |Rio Canchi BO - 160 89,8672 180306
41 |Rio Canchi BO - 161 72,6338 17,7806
42 [Rio Canchi BO - 162 78,9677 16,3482
43 [Rio Canchi BO - 163 64,8894 18,3274
44 [Camino Paquisha |BO - 164 44,0855 3,1124
45 [Camino Paquisha |BO - 165 43,5971 11,8886
46 |Camino Paquisha |BO - 166 41,5753 6,9887
47 |Camino Paquisha |BO - 167 45,5062 9,1304
48 [Camino Paquisha |BO - 168 48,7795 12,3630
49 |(La Merced BO - 169 56,5064 15,1668
50 |La Merced BO - 170 66,2917 9,4519
51 |La Merced BO - 171 49,3063 9,7225
52 |La Merced BO - 172 36,8861 7,5290
53 |La Merced BO - 173 57,1005 13,0575
54 |La Merced BO - 174 59,4950 10,8494
55 |La Merced BO - 175 81,2850 11,5863
56 |[Anancay BO - 176 74,6259 10,1384
57 |Los Encuentros BO - 177 61,2799 12,2901
58 |Los Encuentros BO -178 50,6133 8,1299
59 |Los Encuentros BO-179 66,7438 13,8745
60 |Los Encuentros BO - 180 33,4932 2,2240

Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
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Tabla 37. Concentracion de tocotrienoles en los extractos de Paltas.

L Concentraciones ng/uL
N Sector Caodigo
5 ¥

61 [Santa Cecilia BO - 181 47,6692 2,7561
62 [ Santa Cecilia BO - 182 29,8946 2,9349
63 [ Santa Cecilia BO - 183 37,6698 3,2919
64 |Santa Cecilia BO - 184 50,9236 3,2764
65 [Santa Cecilia BO - 185 28,1775 5,7122
66 [Santa Cecilia BO - 186 40,8723 4,0075
67 |Santa Cecilia BO - 187 66,7335 4,8199
68 [Santa Cecilia BO - 188 56,7055 5,1796
69 [Santa Cecilia BO - 189 15,1103 1,7137
70 |Lauro Guerrero |BO -190 36,4678 5,2888
71 |Suanama BO - 191 24,8209 10,4371
72 |San Francisco BO - 192 46,4939 8,0365
73 |San Francisco BO - 193 60,2396 6,4621
74 |San Francisco BO - 194 43,2854 3,8828
75 | San Francisco BO - 195 45,8349 5,2857
76 | San Francisco BO - 196 34,4396 6,7778
77 |San Francisco BO - 197 33,5138 12,6007
78 |San Francisco BO - 198 23,4277 3,6226
79 |San Francisco BO - 199 30,0261 7,8151
80 | San Francisco BO - 200 17,1441 3,6907
81 |San Francisco BO - 201 19,9462 1,8579
82 |San Francisco BO - 202 32,1689 6,5595
83 | San Francisco BO - 203 38,2983 8,9641
84 | San Francisco BO - 204 37,3277 5,3672
85 | San Francisco BO - 205 49,7603 14,1614
86 |San Francisco BO - 206 13,4418 0,7605
87 |San Francisco BO - 207 15,0852 1,2247
88 | San Francisco BO - 208 56,3418 49717
89 |San Francisco BO - 209 68,0299 2,6379
90 |San Francisco BO - 210 48,0904 2,3950

Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
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Tabla 38. Concentracion de tocotrienoles en los extractos de Podocarpus.

Concentraciones ng/uL

N Sector Cédigo
5 ¥
91 |Macara BO - 211 71,2415 12,5521
92 [Macara BO - 212 32,0212 4,0056
93 [La Mandala BO - 213 38,0975 11,4286
94 [La Mandala BO - 214 40,2329 10,9542
95 [La Mandala BO - 215 64,0349 12,8235
96 |[La Mandala BO - 216 56,6695 10,9085
97 |La Mandala BO - 217 52,3804 7,0110
98 |La Mandala BO - 218 36,6301 8,6894
99 |La Mandala BO - 219 60,8613 10,6321
100 | La Mandala BO - 220 26,9571 8,0747
101 | Piedratabla BO - 221 24,0161 7,4683
102 | Piedratabla BO - 222 22,9402 6,6242
103 | Piedratabla BO - 223 26,0176 5,3688
104 | Piedratabla BO - 224 21,1944 7,1883
105 | Piedratabla BO - 225 22,8767 6,9625
106 | Piedratabla BO - 226 22,4092 6,3564
107 | Piedratabla BO - 227 65,5168 16,1897
108 | Piedratabla BO - 228 59,9009 12,3310
109 | Piedratabla BO - 229 39,8658 9,5289
110 | Piedratabla BO - 230 72,1460 17,0405
111 | Piedratabla BO - 231 81,4549 18,9781
112 | Piedratabla BO - 232 45,6073 10,5336
113 | Piedratabla BO - 233 59,0405 13,9443
114 | Piedratabla BO - 234 61,1460 15,0328
115 | Piedratabla BO - 235 77,7586 16,4952
116 | Piedratabla BO - 236 70,3163 14,8335
117 | Piedratabla BO - 237 67,5928 15,2632
118 | Piedratabla BO - 238 36,2789 10,9937
119 | Piedratabla BO - 239 29,6445 10,2411
120 | Piedratabla BO - 240 42,3735 13,5268

Fuente: El Autor.
Elaboracién: El Autor.
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