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RESUMEN

Actualmente se estad incentivando el consumo de vitaminas, por sus propiedades
antioxidantes. Se obtienen principalmente de fuentes de origen vegetal, entre ellas la vitamina
E una de las més importantes que ayuda a prevenir el cancer y enfermedades
cardiovasculares. Con estos antecedentes la importancia de realizar esta investigacion en
especies de Arecaceae. Se recolectaron frutos de 4 especies diferentes en las provincias de
Lojay El Oro, de los que se extrajo aceite vegetal por el método Soxhlet.

En una base de datos ya elaborada se detall6 la informacién Botéanica y Etnobotéanica de cada
especie estudiada, se determiné propiedades fisicas como indice de refraccion, densidad,
color y apariencia; se establecio el método para inyectar las muestras en el CG/EM, para
inyectar las muestras es necesario purificarlas para evitar dafios en el equipo por lo que se
las saponificd y derivatiz6. Se identificé a-tocoferol en las especies Aiphanes grandis y
Phoenix canariensis y a-tocotrienol en Syagrus romanzoffiana. La actividad antioxidante se
determiné por el método ABTS, observando que Syagrus romanoffiana posee mayor actividad

antioxidante y Phoenix canariensis la menor.

PALABRAS CLAVES: Arecaceae, Aiphanes grandis, Phoenix canariensis, Syagrus

romanzoffiana, tocoferol, tocotrienol, actividad antioxidante.



ABSTRACT

Actually the consumption of vitamins is has increased because their antioxidant properties.
These are mainly obtained from plant sources; including vitamin E as one of the most important
to help prevent cancer and cardiovascular disease. Thus the importance of this research and
the fact of there aren’t studies of these species in the Arecaceae. The fruits of 4 different
species were collected in the provinces of Loja and El Oro, of which vegetable oil was extracted
with the Soxhlet method.

In a database Botany and Ethnobotany information of each of the species studied was detailed,
certain physical properties such as refractive index, density, color and appearance was
determined and proceeded to establish the method to inject the samples in the GCMS, for
inject the samples in GCMS is necessary to purify to avoid equipment damage these were
saponified and derivatized. It was possible to identify the presence of a-tocopherol in species
Aiphanes grandis and Phoenix canariensis and a-tocotrienol in Syagrus romanzoffiana. The
antioxidant activity was determined using the ABTS method, where it is noted that the species
Syagrus romanoffiana possesses the greatest antioxidant activity and Phoenix canariensis

lower.

KEY WORDS: Arecaceae, Aiphanes grandis, Phoenix canariensis, Syagrus romanzoffiana,
tocopherol, tocotrienol, antioxidant activity.



INTRODUCCION

Ecuador se caracteriza por ser un pais de gran rigueza natural, considerado como
megadiverso ya que concentra en un pequefio territorio una gran diversidad de plantas y

animales?.

A nivel mundial las palmas estan representadas por 2360 especies y 189 géneros, y suelen
encontrarse principalmente en ecosistemas tropicales y subtropicales®. Las palmas son uno
de los grupos de plantas econémicamente mas importantes en el mundo. Estas constituyen
ademas un elemento conspicuo e importante en la estructura y ecologia de los bosques
tropicales, donde debido a su elevada disponibilidad de recursos juegan un rol importante
proveyendo fuentes de ingresos estables a los pobladores en algunas de las areas mas
pobres de estas regiones. Algunas de las caracteristicas que hacen a las palmas importantes
son:

1) incluyen a numerosas especies,

2) son elementos comunes, importantes y diversos de los ecosistemas de bosques hiumedos,
3) dominan extensas areas, particularmente en suelos pobres o mal drenados,

4) incluyen muchas especies que son extremadamente importantes en la dieta de varias
especies de vertebrados,

5) son muy importantes para la subsistencia de la poblacién humana y

6) su presencia en el mercado se ha incrementado y es potencial.

Por eso, conocer las palmas y sus usos es importante para poder comprender como los
bosques tropicales humedos y sus varios nichos ecolégicos pueden ser utilizados y

manejados de manera sostenible®.

Las Arecaceae (palmeras), son plantas con flores monocotiledéneas, que se pueden
desarrollar en una gran variedad de climas. Existen aproximadamente 33 géneros conocidos,
actualmente con alrededor de 127 especies y 15 especies endémicas de Arecaceae en el

Ecuador®.

La region sur del Ecuador es considerada como uno de los mayores centros de riqueza y
diversidad en especies vegetales, cuenta con grandes potenciales extractivos vegetales, por
lo cual el interés de estudiar la capacidad antioxidante que presentan los tocoles (tocoferoles
y tocotrienoles) en los aceites vegetales de la especie de Arecaceae especificamente de las

provincias de Loja y El Oro.

En la actualidad se esta incentivando el consumo de vitaminas hidrosolubles (vitamina C) y
liposolubles (vitamina A y E), ya que se les atribuyen propiedades antioxidantes, éstas se

obtienen principalmente de fuentes de origen vegetal, entre ellas la vitamina E ha sido



reconocida como una de las mas importantes. Las fuentes vegetales mas relevantes que

aportan vitamina E, son aceites vegetales, germen de trigo y las nueces en general®.

Algunos estudios sugieren que la vitamina E es un importante antioxidante que ayuda a
prevenir el cancer y las enfermedades cardiovasculares. Esta vitamina mejora la circulacion,
repara los tejidos y contribuye en el tratamiento del sindrome premenstrual y la enfermedad

fibroguistica de los senos®.

Numerosos estudios en nutricion humana, demuestran una estrecha correlaciéon entre el
consumo de frutas y verduras y la menor incidencia de enfermedades crénico degenerativas,
debido a su bajo contenido en colesterol y a la presencia de vitaminas, fibras, antioxidantes
naturales y minerales. Asi mismo, el estrés oxidativo ha sido asociado a la patogénesis de
muchas enfermedades humanas, como: arterioesclerosis, artritis, demencia y cancer, es por
ello que el uso de antioxidantes, es estudiado de forma intensiva, en el tratamiento de
accidentes cerebro vascular y enfermedades neurodegenerativas. Actualmente, se sabe que
tanto por causas ambientales (radiacion), asi como por la ingesta de algin contaminante o
incluso como consecuencia de nuestro propio metabolismo, surgen algunas moléculas que
no pueden provocar dafio. A estas se les conoce como especies oxigeno reactivas (ROS),
que se asocian a enfermedades como céncer, problemas cardiacos o al natural
envejecimiento humano. Entre los problemas que originan figuran: destruccion de paredes
celulares, inactivacién de enzimas, debilitamiento de la capacidad defensiva, alteracion del

sistema inmunoldgico e incluso dafio del material genético’.

Son muchos los motivos por los cuales los antioxidantes son importantes en nuestro
organismo, es por ello que son considerados como aquellas sustancias que hallandose en
bajas concentraciones, con respecto a la de un sustrato oxidable, retarda o previene la

oxidacion de dicho sustrato®.

Con estos antecedentes la importancia de realizar este trabajo de investigacion ya que no se
han encontrado estudios previos de estas especies recolectadas, las mismas que podrian
contribuir a estudios posteriores, abriendo puertas para los diferentes usos industriales que

se le puede dar al aceite vegetal de las Arecaceae.

Fin y propdsito del proyecto

La presente investigacion aportard al estudio del aceite vegetal de cuatro especies de
Arecaceae, de esta manera se contribuye al estudio de la flora de la zona sur del Ecuador;
determinando las propiedades fisicas, la composicion quimica y la capacidad antioxidante del

aceite vegetal de dichas especies.



OBJETIVOS

General.

>

Determinar la presencia de tocoferoles y tocotrienoles mediante Cromatografia de
Gases acoplado a Espectrometria de Masas y medicion de la capacidad antioxidante
usando el método de decoloracion del cation radical ABTS*, empleando un
espectrofotdbmetro UV-visible en cuatro especies de Arecaceae del sur de Ecuador.

Especificos:

» Recolectar cuatro especies de Arecaceae, en las provincias de Loja y El Oro.

» ldentificar cada una de las especies, obtener informacién etnobotanica de las especies
recolectadas.

» Extraer el aceite de las cuatro especies Arecaceae.

» Determinar el rendimiento y algunas propiedades fisicas como densidad, indice de
refraccion, color y apariencia de los aceites obtenidos.

» Determinar la composicién quimica de los respectivos aceites vegetales mediante
Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas.

» Medir la capacidad antioxidante usando el método de decoloraciéon del cation radical

ABTS* empleando un espectrofotometro UV-visible.



CAPITULO |



1 Marco Teorico

1.1. Arecaceae.

Las Arecaceae también conocidas como palmeras se encuentran ampliamente distribuidas
en la regién tropical a nivel mundial, con algunas especies que se extienden en zonas
subtropicales en ambos hemisferios, desarrollandose en casi todo tipo de habitat, desde
selvas tropicales hasta desiertos. La mayoria de las palmeras se distinguen por sus grandes

hojas compuestas, pinnadas en la parte superior y sus elevados tallos ramificados®.

La familia de palmeras incluye a 200 géneros y 2.450 especies distribuidas en la region tropical
a nivel mundial, con algunas especies que se extienden en areas subtropicales en ambos
hemisferios. Ademas de ser un grupo diverso y ecolégicamente importante, los componentes
de la familia Arecaceae tienen renombre por su extraordinaria utilidad para las comunidades
humanas y las palmeras estan siendo explotadas en amplios rangos de escalas econémicas

a nivel mundial®.

A continuacién una breve descripcion de las cuatro especies consideradas en el presente
trabajo de investigacion.

1.1.1. Aspectos botanicos de las especies de la familia Arecaceae.

1.1.1.1 Aiphanes grandis.

a) Fruto b) Arbol c) Tallo

Fotografia 1.1. Especie Aiphanes grandis
Fuente: La Autora

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida


http://es.wikipedia.org/wiki/Liliopsida

Sub clase: Commelinidae
Orden: Arecales

Familia: Arecaceae
Género: Aiphanes

Especie: Aiphanes grandis

Descripcién:

Palma solitaria hasta 20m de alto; espinas negras, largas (hasta 20cm) en el tronco, mas
cortas en el raquis, el margen de las pinnas y la inflorescencia, hojas pinnadas, pinnas
lineares, premorsas (parecen mordidas), agrupadas y arregladas en planos diferentes;
inflorescencias con pedudnculos cortos que aparecen bajo las hojas; frutos ovoides verdes-
marrones de 2-3cm. Crece en zonas humedas premontafas entre los 1100 y 1700 msnm. Es
endémica para el Ecuador. Se come el palmito (meristemo apical) crudo o cocinado. De las
semillas del fruto se puede preparar encocado; se cocinan los frutos enteros en agua, se los

abre, se licuan las semillas y se cocina el licuado con azlcar o panela®®.

1.1.1.2 Phoenix canariensis.

a) Fruto b) Arbol

=

c) Tallo

Fotografia 1.2. Especie Phoenix canariensis
Fuente: La Autora

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Arecales

Familia: Arecaceae

Género: Phoenix

Especie: Phoenix canariensis
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Descripcion:

Palmera de gran tamafio, con tronco (estipite) grueso y muy coriaceo, sus hojas (palmas) en
densos penachos palmeados, pueden medir entre 2 y 3 m de largo. Las flores se disponen en
densos racimos anaranjados. Frutos mas pequefios que los datiles.

Son palmas solitarias, alcanza un tamafio de 10-13 m de alto y 50-70 cm de didmetro,
armadas; tallos gruesos con las vainas de las hojas persistentes; plantas dioicas.
Hojas pinnadas, numerosas, 5-7 m de largo, las superiores erectas, las inferiores péndulas o
arqueadas; pinnas en nimero de 150 pares, arregladas en distintos angulos, las inferiores
modificadas a manera de acantofilos; vaina de 150 cm de largo, formando una red fibrosa.
Inflorescencias interfoliares, ramificadas, de 100 cm de largo, axilares, mucho mas cortas que
las hojas, bracteas inconspicuas; raquillas no ramificadas, numerosas, arregladas en espiral,
amarillo-anaranjadas, sépalos connados en un cupula baja; flores estaminadas blanquecinas,
pétalos valvados, estambres 6, pistilodio ausente; flores pistiladas globosas, pétalos
imbricados, estaminodios generalmente 6, carpelos libres, foliculares. Frutos generalmente
desarrolldndose de un solo carpelo, ovoides, 2-3 cm de largo, anaranjado-amarillentos,
residuo estigmatico apical, epicarpo liso, mesocarpio carnoso, endocarpo membranoso;

semilla conspicuamente acanalada, endospermo homogéneo, eofilo simple!

1.1.1.3 Syagrus romanzoffiana.

a) Fruto b) Arbol c) Tallo

Fotografia 1.3. Especie Syagrus romanzoffiana
Fuente: La Autora

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
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Orden: Arecales
Familia: Arecaceae
Género: Syagrus

Especie: Syagrus romanzoffiana

Descripcion:

Palmera de 10 a 12 m de altura, aunque no es inusual que puedan llegar hasta los 25 m, con
estipite (tronco sin ramas acabado en un ramo de hojas) liso, a veces con ensanchamientos
a distintas alturas, con un diametro de 30 a 60 cm en la base, de color gris. Las hojas son
palmas alternas pinnadas, de 2 a 4 m de longitud. Estan formadas por numerosos foliolos
lanceolados de hasta 1 m de largo que se insertan en el raquis en distintas filas y
agrupaciones, lo que da a la hoja un aspecto plumoso. Las flores, blancas o amarillas y
monoicas (diferenciadas por sexo), se presentan en inflorescencias muy ramificadas y largas
(de 1,5 a 2 m de longitud), con flores Unicamente masculinas o femeninas, que aparecen entre
dos hojas y que estan protegidas por una espata lefiosa y estriada. El fruto es una drupa de
forma globosa, parecida a una aceituna, de 1 a 2 cm de diametro, de color verde mientras
esta inmaduro y de color amarillo anaranjado cuando esta maduro, que aparece en racimos

densos. Tiene la pulpa densa y muy fibrosa y una Gnica semilla de color castafio 2.

1.1.1.4 Attalea cf.

a) Fruto b) Arbol c)Tallo

Fotografia 1.4. Especie Attalea cf.
Fuente: La Autora

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
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Orden: Arecales
Familia: Arecaceae

Género: Attalea

Descripcion:

Attalea es un género de la familia de las palmeras (Arecaceae). Contiene 67 especies
distribuidas en areas de tierras bajas humedas a semiaridas del neotrépico®. Son palmas
solitarias con corona formada por varias hojas grandes, pinnadas; la inflorescencia es
interfoliar, con flores blancuzcas a amarillentas, masculinas con pétalos no carnosos,
femeninas mas grandes y de ambos sexos. Frutos ovoides con exocarpio color marrén en la

madurez, mesocarpio seco Yy fibroso, endocarpio lefioso y semillas elipticas oleaginosas.

1.2. Usos de los Aceites Vegetales.

Los aceites vegetales son compuestos organicos obtenidos a partir de semillas u otras partes
de las plantas en cuyos tejidos se acumula como fuente de energia. El aceite vegetal se puede
obtener mecanica (prensado) o quimicamente (disolvente hexano), y generalmente se usa

alguna combinacién de ambas técnicas®.

Aproximadamente dos tercios de la produccion mundial de aceites y grasas se utilizan para el
consumo humano. Las grasas son fuentes concentradas de energia, vitaminas y acidos

grasos que son esenciales para casi todos los organismos?“.

La relativa sencillez y versatilidad de los procesos fisicos (fraccionamiento) o quimicos
(hidrogenacién o interesterificacion), usados por separado o en combinacién, permiten
modificar las propiedades de los aceites vegetales para hacerlos particularmente indicados
para usos finales especificos. Tales procesos hacen a los aceites vegetales intercambiables,
un hecho que conduce a que esos aceites predominen en el mercado de los aceites

comestibles.

En los usos comestibles, los aceites vegetales se emplean principalmente en la fabricacion
de margarinas, productos lacteos, rellenos para galletas y alimentos preparados. Las
mantecas vegetales se utilizan principalmente para obtener grasas de reposteria. En ésta
también se utilizan mucho los aceites lauricos (aceites de coco y palmiste) asi como aceites

fraccionarios de soya y algodon4.
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Los aceites vegetales también tienen aplicaciones industriales, para estos fines pueden
usarse en forma de triglicéridos brutos o refinados (tales como los acidos grasos) o como
derivados de los acidos grasos. La industria de revestimiento de superficies hace un uso
sustancial de diversos aceites insaturados en la produccion de resinas alquidicas pinturas y
barnices. Los aceites de lino y de soya son los aceites principales empleados en la fabricacion
de estos dos ultimos productos. Tales aceites pueden modificarse mediante tratamiento
térmico u oxidativo. Los &cidos grasos que se producen por hidrélisis de aceites o de pasta
oleosa son preferidos muchas veces a los triglicéridos por gozar de propiedades especificas
funcionales que son importantes para la industria de revestimiento de superficies. La industria
del jabén comparte con el sector de revestimiento de superficies la utilizacion de acidos grasos
o de los aceites de los cuales se derivan. Los aceites lauricos son los de mayor interés en

esta industria®®.

Los aceites grasos no sélo tienen un mercado importante por si mismo, sino que también
proporcionan la materia prima para casi todos los derivados de acidos grasos usados en
diversas industrias. Igualmente tienen aplicacion en lubricacién y fabricacion de lubricantes

por sus propiedades de reducir friccion 4.

1.3. VitaminaE, tocoferoles y tocotrienoles.

El término general vitamina E se utiliza para designar a un grupo de ocho especies naturales
de tocoferoles y tocotrienoles (a-, B-, y- y 8-). Su estructura consta de 2 partes primarias: un
anillo complejo cromano y una larga cadena lateral. Estos 8 vitameros se dividen en 2 grupos
fundamentales: 4 tocoferoles y 4 tocotrienoles que se diferencian en la saturacion de la cadena
lateral; los tocoferoles tienen una cadena saturada y los tocotrienoles una insaturada con 3

dobles enlaces en los carbonos 3, 7y 11 **, como se muestra en la Fig. 1.1, 1.2, 1.3.
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B-Tocotrienol
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B-Tocotrienol

Fig. 1.1. Estructura quimica de Tocoferoles (a) y Tocotrienoles (b)
Fuente: Cyberlipid Center, 2004

BTocoferol
a-Tocoferol

Tocoferal 6-Tocoferol
y-Tocofero

Fig. 1.2. Estructuras moleculares de los Tocoferoles
Fuente: Watson, Preedy, 2007
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BTocotrienol
a-Tocotrienol

T ool 6-Tocotrienol
y-Tocotrieno

Fig. 1.3. Estructuras moleculares de los Tocotrienoles
Fuente: Watson, Preedy ,2007

Se ha sefalado que cada uno de los tocoles que conforman esta vitamina poseen diferente
actividad antioxidante, la cual decrece en el orden a >B >y >9, al igual que su potencial
biol6gico?®.

Los tocoferoles son los componentes mas abundantes de los aceites vegetales y naturales,
el a -tocoferol es el tocoferol principal, y los &, y, B son compuestos que se encuentran
presentes en cantidades menores, mientras que los tocotrienoles son los componentes mas

activos, el isémero mas abundante es el y-tocotrienol*’.

Los tocoferoles y tocotrienoles en su forma pura han sido descritos como sustancias viscosas
de color amarillo pélido, que se descomponen facilmente en presencia de luz, oxigeno, pH

alcalino y ciertas trazas de minerales como hierro (Fe®**) y cobre (Cu?*)%®.

La vitamina E actta coordinada con otras moléculas y enzimas para la defensa de las células
(especialmente globulos rojos, células musculares y células nerviosas) frente a los efectos
nocivos producidos por los radicales libres, considerandose actualmente un importante

antioxidante que aporta sustanciales beneficios al organismo?®°.

Esta actividad antioxidante radica en su capacidad de proteccion de las membranas celulares,
accion que realiza impidiendo la oxidacién de las mismas por los radicales libres. Dicha
oxidacion llevaria a una degradacion del organismo, especialmente a la aparicion de

enfermedades cardiacas o posibles canceres®®.



En la Fig. 1.4 se muestran los mecanismos biosintéticos de formacion de los a-tocoferol y a-

tocotrienol, respectivamente.

CH, CH, CH, CH, Geranilgeranil
) ) ) ) reductas CH, CH, CH, CH,
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2-metil 6-geranilgeranilbenzoquinol
2-metil 6-fitilbenzoquinol

i Metilacion l
i Ciclacion l
L Metilacion l

. a-Tocoferol
u-Toctrienol

Fig. 1.4. Mecanismo biosintético de a -tocoferol y a -tocotrienol.
Fuente: Sayago, 2007

1.4. Método empleado para la obtencién del aceite vegetal.

1.4.1 Extraccion en Soxhlet.

Es una técnica general y bien establecida que supera los resultados de otras técnicas
convencionales, aunque tiene un campo limitado en la extraccibn de compuestos
termolabiles®®. El hexano es el disolvente mas utilizado para extraer aceites comestibles de

plantas®®.



La extraccion con Soxhlet presenta las siguientes ventajas:
e La muestra esta en contacto repetidas veces con porciones frescas de disolvente,
e La extraccion se realiza con el disolvente caliente, asi se favorece la solubilidad de los
compuestos,
¢ No es necesaria la filtracion después de la extraccion,
e Se obtienen excelentes recuperaciones, existiendo gran variedad de métodos oficiales
cuya etapa de preparacion de muestra se basa en la extraccion con Soxhlet y

e Ademas, la metodologia empleada es muy simple y barata®.

1.5. Métodos empleados para la determinacién de tocoferoles y tocotrienoles.

1.5.1 Saponificacién.

Los aceites son componentes de origen vegetal, que estan constituidos de ésteres de
propanotriol, glicerol o glicerina y acidos grasos, a los que se les conoce como triglicéridos.
Cada aceite natural contiene diversos triglicéridos y eventualmente algun otro lipido, aunque
corrientemente en baja proporcién?. Cuando son liquidos se les denomina aceites y cuando

son sélidos, grasas.

Todas las sustancias grasas sean de origen vegetal o animal, estan constituidas en un elevado
porcentaje, por acidos grasos, combinados con glicerina (glicéridos). Los acidos grasos
constituyen el 94% a 96% del peso total de las moléculas que conforman el aceite. Los aceites
obtenidos de las frutas frescas o de las cascaras de frutas, tales como el aceite de palma,
aceite de oliva, contienen como principales componentes acidos, el palmitico, oleico y el
linoleico. Las células grasas, contienen también otros lipidos en pequefias cantidades,

llamados insaponificables, es decir que no pueden ser hidrolizados en &cidos grasos?*.

Una de las reacciones quimicas mas importantes de los ésteres es la saponificacion, que
consiste en la combinacidn de un éster con una base inorganica para dar una sal organica y

un alcohol®.

1.5.2 Derivatizacion.

La derivatizacién es un proceso de alteracion quimica de un compuesto, mediante la
modificacion de la funcionalidad de una molécula para aumentar o disminuir la volatilidad, los

reactivos derivatizantes permiten a los cromatografos analizar compuestos que de otro modo



no son facilmente detectables. La derivatizacion también reduce la adsorcién en el analito en

el sistema de CG, mejora la respuesta del detector en la separacion y simetria del pico®.

Los derivatizantes se utilizan por las siguientes razones:

e Para mejorar la resolucion y reducir la simetria de compuestos polares (-OH,-COOH,
= NH,-NH3,-SH, y otros grupos funcionales).

e Para analizar compuestos relativamente no volatiles.

e Para mejorar la eficiencia analitica y aumentar la deteccion.

e Para mejorar la estabilidad de los compuestos %,

La eleccién de un reactivo de derivatizacion se basa en el grupo funcional que requiere
derivatizacion, la presencia de otro grupo funcional en la molécula, y la razén para realizar la
derivatizacion. La estructura quimica y las propiedades de la molécula influyen en la eleccion

del reactivo 2.

En la eleccién de un reactivo de derivatizacién adecuada, ciertos criterios deben ser usados

puesto que un buen reactivo:

e Produce una reaccién de derivatizacion que es 95-100% completa.

¢ No causara ningun reordenamientos o alteraciones estructurales durante la formacion
del derivado.

¢ No contribuye a la pérdida de la muestra durante la reaccion.

e Produce un derivado que no va a interactuar con la columna (GC o HPLC).

e Produce un derivado que es estable con respecto al tiempo?.

Se pueden usar derivatizantes como: Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide, que es el
reactivo usado en esta investigacion, ya que es un reactivo utilizado en investigaciones
anteriores. El derivatizante sustituye el H del grupo OH de la molécula ubicado en el grupo

fenilo.

1.5.3 Cromatografia de Gases.

En Cromatografia de Gases se hace pasar el analito en forma gaseosa a través de la columna,
arrastrado por una fase movil gaseosa, llamada gas portador. La muestra de un liquido volatil
o de un gas se inyecta, a través de un septo (diagrama de silicona), en un inyector caliente,

en cuyo interior se evapora rapidamente. El vapor es arrastrado a través de la columna por el



gas portador, que puede ser He, N2 0 Hz, y los analitos después de separados llegan al
detector, cuya respuesta aparece en la pantalla de un ordenador o en un registrador. La
columna debe estar suficientemente caliente para que los analitos alcancen una presion de
vapor adecuada y eluyan en un tiempo razonable. El detector se mantiene a una temperatura

mas elevada que la columna, de forma que los analitos se encuentran en forma gaseosa?*.

La Cromatografia de Gases separa compuestos de una mezcla, pero para su identificacion es
necesario implementar otras técnicas espectroscépicas como son la Espectrometria de Masas
(EM), Espectroscopia Infrarroja (IR)?.

En la Fig. 1.5 se muestra un esquema representativo de las partes de un Cromatografo de
Gases.

Entrada del gas portador
Septo de
goma de. '_l
silicona ¢ \_- = | l\ h “ l
Puerto de/ f’ b T ~Salida
inyeccion ' TN Computadora
Y Horno def . Detector g registrador
inyecior !
Horno del
detector
i~ Columna

Horng de la columna

Fig 1.5. Esquema de partes de un Cromatografo de Gases
Fuente: Harris (2007)

1.5.4 Espectrometria de Masas.

Espectrometria de Masas es una técnica que estudia las masas de atomos, moléculas o
fragmentos de moléculas. Para obtener un espectro de masas, las moléculas gaseosas o las
especies desorbidas de fases condensadas se ionizan, los iones se aceleran en un campo

eléctrico y a continuacién se separan segun su relacion masa/carga (m/z) .

Sus principales cualidades son:

e Capacidad de identificacion de forma practicamente inequivoca, ya que proporciona

un espectro caracteristico de cada molécula.



e Cuantitativa: permite medir la concentracion de las sustancias.

e Gran sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de ppm o ppb
y en casos especificos se puede llegar hasta ppt e incluso ppq.

e Universal y especifica.

e Proporciona informacién estructural sobre la molécula analizada.

e Suministra informacién isotdpica.

o Es unatécnica rapida: se puede realizar un espectro en décimas de segundo, por lo
gue puede monitorizarse para obtener informacion en tiempo real sobre la

composicién de una mezcla de gases .

En la Fig. 1.6 se muestra un Espectrometro de Masas con todos sus partes debidamente

identificadas.
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Fig. 1.6. Espectrémetro de masas de cuadrupolo
Fuente: Harris, 2007

1.6. Método empleado para medir la capacidad antioxidante.

1.6.1 Antioxidante.

Un antioxidante biolégico se ha definido como cualquier sustancia que, cuando esta presente
en concentraciones bajas en comparacion con las de un sustrato oxidable, previene
significativamente o retrasa la oxidacion de dicho sustrato?’. Es un ingrediente que protege la
calidad de los alimentos?® y neutraliza la acciéon oxidante de los radicales libres mediante la

liberacion de electrones en nuestra sangre?°.



Hay evidencias que sustentan el papel patogénico de los radicales libres en procesos
biol6gicos, mostrando la relacion entre la incidencia de enfermedades inflamatorias y
degenerativas y las bajas concentraciones de antioxidantes en la sangre®, los que pueden

ser modificados al aumentar su ingesta®..

Entre los principales factores que afectan la actividad antioxidante de los extractos, se
encuentra: calidad de la planta, origen geogréfico, condiciones climaticas, época de
recoleccion, almacenamiento y factores tecnolégicos!®. El contenido total en polifenoles y la
actividad antioxidante son distintas para las diferentes partes de la fruta, ademas es posible
que se den las diferencias dependiendo de la etapa de maduracién de los frutos o entre hojas

jovenes y viejas de los materiales vegetales®.

Entre las actividades fisiol6gicas de los antioxidantes naturales se encuentra: actividad
antibacteriana, antiviral, antimutagénica, antialérgica, anticarcinogénica, inhibidora del
incremento de la presion arterial, antitlcera, anticariogénica, antimicrobiana y antifingica®,
todas derivadas del estrés oxidativo celular, ademas de su poder como: vasodilatadores,
antiinflamatorios, estimuladores de la respuesta inmune, antialérgicos, efectos estrogénicos,

o inhibidores de enzimas prooxidantes, como cicloxigenasa, lipoxigenasa®:.

1.6.2 Decoloracion del catiéon radical ABTS".

La capacidad antioxidante de una muestra estd dada por interacciones sinérgicas entre
compuestos y por la accion en cada uno de ellos, por lo cual es necesario combinar mas de
un método para evaluar correctamente la capacidad antioxidante de una muestra®. Por lo
que se ha desarrollado una serie de métodos que permiten evaluar la capacidad antioxidante.

Uno de ellos; se basa en la medida de la reaccion con radicales, tales como ABTS*3*,

ABTS, llamado asi por el reactivo 2,2-azinobis (3-ethilbenzotiazolina-6- acido sulfonico), mide
la capacidad de los antioxidantes naturales de eliminar radicales libres® %, Este ensayo se
basa en la activacion de metmioglobina con peréxido de hidrégeno en presencia de ABTS
para producir el radical catiénico, cuando hayan o no antioxidantes®. EI ABTS en sistemas
lipofilicos, puede ser utilizado para estudiar los efectos de proteccion de antioxidantes
liposolubles en lipidos, simplificando asi el ensayo?® . Pérez-Jiménez (2007)y Saura Calixto
(2006) encontraron que algunos compuestos que tienen actividad captadora con ABTS, no

muestran la misma actividad con el radical DPPH*2.



El radical catibnico ABTS* es un cromoforo que absorbe a una longitud de onda de 734 nm 'y
se genera por una reaccién de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil benzotiazolin-6-
sulfonato de amonio) con persulfato de potasio. Las mediciones se realizan a una longitud de
onda de 734 nm ¥,

1.6.3 Espectrofotometria UV-visible.

En las técnicas espectrofotométricas se determina la actividad antioxidante frente a sustancias
cromogenas de naturaleza radical, ocurriendo una pérdida de color proporcional con la

concentracion 3.

Un espectrofotometro UV-visible se muestra en la Fig. 1.7. La luz visible procede de una
lampara de halégeno-cuarzo y la fuente de UV es una lampara de arco de deuterio que emite
en el intervalo de 200 a 400 nm. Se usa una Unica lampara cada vez. La red de difraccion
selecciona una banda estrecha de longitudes de onda, que entran en el monocromador, el
cual selecciona una banda aun mas estrecha que es la que atraviesa la muestra. Después del
corte de haces y la transmision a través de la muestra y referencia la sefial se detecta en un

tubo fotomultiplicador, que genera una corriente eléctrica proporcional a la irradiancia 4.

Espejo rotatorio Espejo
/
(Cortador de haz) / Semitransparen
Fuente MMonocromador Cubeta de -
deluz  [==*" i barrido . - - M Detector L_glamplificadorfey! Pantalla
muestra
P
Cubeta de v
Espejo referencia Espejo

Fig. 1.7. Diagrama esquematico de un espectrofotémetro de barrido de doble luz.
Fuente: Harris, 2007
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CAPITULO I



2 Materiales y métodos

La presente investigacion se desarrollé bajo el siguiente esquema:

Recolecciéon de
material vegetal

!

Extraccion de
aceite vegetal

(Soxhlet)

I
v 4 v v

. ., )
Determlngcmn Determinacion Composicion Actividad
de rendimientos de propiedades | auimica antioxidante
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s N [ ¢ ) i
. Densidad Saponificacion [ ABTS
L J )
( . )
| Indice de refraccion ( )
L ) Derivatizacion
\ J
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[ Color y apariencia ] ~
- Inyeccién
CG/EM )

Fig. 1.8. Esquema general de procedimiento
Fuente: La Autora



2.1 Recoleccion de materia vegetal y base de datos para almacenamiento de

informacién Botanica y Etnobotéanica.

Se recolectan 4 especies de Arecaceae, las muestras se toman de un sélo arbol y se realiza

una salida de campo por cada especie.

o Aiphanes Grandis, especie recolectada en el sector de “Sambotambo” provincia de El
Oro, en las coordenadas: 79° 43" 56” W; 03° 39" 13” S, altura 1450 msnm, el dia 08
de abril del 2013. La muestra botanica depositada en el Herbario del Departamento de
Quimica con el cdédigo PPN-aa-0013.

o Phoenix Canariensis, especie recolectada en el cantén Quilanga, provincia de Loja, en
las coordenadas: 95° 24 77" W; 06° 77" 43” S, altura 1892 msnm, el dia 17 de agosto
del 2013. La muestra botanica depositada en el Herbario del Departamento de

Quimica con el cédigo PPN-aa-0010.

o Syagrus romanzoffiana, especie recolectada en el cantén Catamayo, provincia de
Loja, en las coordenadas: 79° 21" 08.3” W; 03° 59" 15.3” S, altura 1222 msnm, el dia
23 de noviembre del 2013. La muestra botanica depositada en el Herbario del

Departamento de Quimica con el codigo PPN-aa-0011.

o Attalea cf., especie recolectada en el cantén Guabo, provincia de El Oro, en las
coordenadas: 79° 49" 43" W; 03° 14" 36” S, altura 47 msnm, el dia 9 de septiembre del
2013. La muestra botanica depositada en el Herbario del Departamento de Quimica
con el cédigo PPN-aa-0012.

2.2 Obtencion del aceite y determinacion de rendimientos.

La extraccion del aceite vegetal de las especies recolectadas, se realiza mediante equipo

Soxhlet, los tiempos de extracciéon y cantidad de solvente se determinaron previamente.

La parte util del fruto de la palmera que se utilizé en la presente investigacion para la
extraccién de aceite fueron: endosperma y testa, una vez separadas del endocarpio y
mesocarpio se cortaron en pedazos muy pequefios de tal manera que mejore el contacto entre
la superficie de la muestra y el solvente. Para realizar los cortes respectivos se puede utilizar

podadoras manuales®.



Para obtener los aceites vegetales se partio de 40 g de muestra, al cual se afiaden 200 ml de
solvente (hexano). La extraccion se lleva a cabo empleando un equipo Soxhlet?°, fotografia
2.1.

Se dejo destilar por 2 horas a una temperatura de 70 °C (se control6 el tiempo desde que
empieza a ebullir el hexano). Pasado este tiempo se enfrié a temperatura ambiente y se

concentra en un rotaevaporador a 25 °C%,

Cuando se haya verificado que no existe la presencia de hexano en la muestra, se procedié
a colocar el aceite en una probeta y se midié el volumen exacto o en los casos en que se

obtiene aceite soélido se pes6 en una balanza analitica, el aceite vegetal obtenido®.

Luego se almacené el aceite en frascos ambar cerrados y debidamente etiquetados
conjuntamente con el volumen y fecha de destilacién, fotografia 2.2. Posteriormente los
aceites se almacenaron en refrigeracion a -4°C para evitar la degradacién del aceite por parte

de la luz?.

Fotografia 2.1. Equipo de extraccion Soxhlet Fotografia 2.2. Envase y etiquetado de los
Fuente: La Autora aceites
Fuente: La Autora

Se realizan 3 extracciones por cada especie con el fin de obtener la cantidad suficiente de
aceite para los andlisis posteriores y el resultado se expresé como promedio + desviacion

estandar.

Los rendimientos se obtienen de todos los datos obtenidos de las diferentes destilaciones

utilizando la siguiente formula:



Cantidad obtenida de aceite

Cantidad de muetra inicial x100

Rendimiento =

2.3 Determinacién de propiedades fisicas.

2.3.1 Densidad.
La densidad se determinada mediante la norma ANFOR NF T75-111 (ver anexol), para lo cual

se usa un termdémetro, bafio maria, picnémetro y balanza analitica (Fotografia 2.3.).

Fotografia 2.3. Picnémetro
Fuente: La Autora

2.3.2 indice de refraccién.

Esta propiedad se medida usando un refractémetro marca ABBE (Fotografia 2.4.), que se
encuentra en el Laboratorio de Alimentos-UTPL. Se determina mediante la norma ANFOR NF
75-112, (ver anexo Il).

Fotografia 2.4. Refractémetro
Fuente: La Autora



2.3.3 Color y apariencia.

La valoracion se llevé a cabo empleando el sentido de la vista, siendo posible observar su
consistencia, color, apariencia y caracteristicas que permiten apreciar la calidad del aceite
utilizado.

2.4 Determinacion de tocoferoles y tocotrienoles.

La identificacion de los tocoferoles y tocotrienoles se realiza mediante Cromatografia de
Gases (CG), el equipo usado es de marca Agilent Technologies 6890N-Network CG System,
serial US10347010, acoplado a Espectrometria de Masas (EM) MICROMASS, Quattro Ultima,
serial VB226 de 50/60 Hz, operado bajo condiciones de impacto de electrones (IE) a 70eV. El

método utilizado se detalla en el anexo IlI.

Se especifican cada uno de los pasos que se ejecuta durante la saponificacion, derivatizacion
e inyeccion de las muestras, hasta lograr finalmente la identificacién de los compuestos de

interés.

2.4.1 Saponificacién de los aceites vegetales.

Para la determinacién de tocoferoles y tocotrienoles en aceites vegetales es necesario realizar

la saponificacion de las muestras #44°4¢ (ver anexo V).

Para llevar a cabo la saponificacion de las muestras es necesario crear una atmaosfera inerte,

por el hecho de que los tocoles son muy sensibles al oxigeno.

Se crea la atmosfera inerte utilizando un globo de latex que es llenado con nitrdgeno y se
coloca en la parte superior del balén de tres bocas que es considerado como reactor, el mismo
gue debe estar sellado con una Unica salida para el aire que era desplazado por el nitrégeno

dentro del reactor (Fotografia 2.5.).



Fotografia 2.5. Saponificacion del aceite empleando una atmésfera inerte
Fuente: La Autora

2.4.2 Derivatizacion de las muestras saponificadas.

Se pesa 0,001 g de aceite de palma saponificado se coloca en un vial con inserto y se agrega
100 pl de derivatizante (N-methyl-N-TMStrifluoroacetamide).

Fotografia 2.6. Vial e inserto Fotografia 2.7. Derivatizante
Fuente: La Autora Fuente: La Autora

Se coloca en un bafio seco marca Labnet, previamente calentado a 60 °C por un lapso de
tiempo de 15 min. Se deja enfriar en un desecador durantel5 min antes de ser inyectada en
el CG/EM*.

Fotografia 2.8. Bafio seco
Fuente: La Autora



2.4.3 Inyeccién de las muestras.

Finalmente se inyecta diferentes muestras en el CG/EM, usando el método que se detalla en

el anexo Ill.

Fotografia 2.9. Cromatégrafo de Gases acoplado a Espectrofotometro de Masas
Fuente: La Autora

Se inyectan estandares de tocoferoles y tocotrienoles en CG/EM, que son derivatizados
previamente y posteriormente sirven para comparar los iones de referencia aqui obtenidos

con los de las muestras.

2.5 Evaluacion de la capacidad antioxidante.

La evaluacion de la capacidad antioxidante de los aceites vegetales se realiza utilizando un
espectrofotdbmetro UV-visible. El trélox es el estandar de referencia que se utiliza para hacer

reaccionar a la muestra con un determinado reactivo?s.

Fotografia 2.10. Espectrofotometro UV-visible
Fuente: La Autora



Se emplea la técnica de Arnao et al. (2001) con algunos ajustes descritos por Thaiponget al.
(2006). Se prepararon dos soluciones: ABTS (0,0074 Molar) y persulfato de potasio (0,0026
Molar), la mezcla de estas se dejo reposar por 12 horas de tal forma que se obtuvo la solucion
patron de ABTS, la solucion de trabajo se preparé mezclando 1 mL de solucién patron con 60
ml de MeOH hasta obtener una lectura en absorbancia de 1,1 + 0,02 unidades a una longitud
de onda de 734 nm en un espectrémetro UV. Se emplearon curvas estandar de trolox en
concentraciones entre: 25 y 800 uM. De cada concentracién asi como de cada muestra se
tomd 150 pL en un vial, se adicion6 2,85 mL de la solucion trabajo de ABTS y se dejo
reaccionar por 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente, para posteriormente medir la
absorbancia a una longitud de onda de 734 nm. Los resultados fueron expresados en ymoles
equivalentes de trolox por gramo de muestra seca (umol ET/g MF). En el Anexo V, se muestra

el esquema de la experimentacién descrita.

Fotografia 2.11. Estandar de trélox
Fuente: La Autora

2.6 Andlisis Estadistico.

La variacion en rendimiento, indice de refracciéon, densidad y actividad antioxidante
(ABTS), se evalué por medio de un ANOVA (de una sola varianza) con un nivel de
significancia de 95% (P < 0,05).

La curva de calibracion de la actividad antioxidante se obtuvo utilizando el programa
Microsoft Excel 2010, la curva tuvo un coeficiente de correlacion R2> 0,99 (Anexo 7.1). El
andlisis estadistico y la generacion de graficas se llevo a cabo empleando Microsoft Excel
2010.
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3 Resultados y discusiones

3.1 Almacenamiento de informacion Botanica y Etnobotanica.

La informacién Etnobotanica fue obtenida por las personas que habitan en los lugares donde
se procedié a recolectar las especies, y fue almacenada en una base de datos en Microsoft
Access, al igual gue la informacién Botanica de cada especie. Esta base de datos reposa en
un CD en el Laboratorio de Analisis Quimico Instrumental del Departamento de Quimica. En

la Fotografia 3.1 se muestra una imagen del formato usado.

T ARECACEAE

v
=]
[-]

Id: 39
{ | Imagen:
Nombre comtin: Chonta
Familia: |Arecaceae
Género: 'Aiphanes
Especie: ' grandis
Sinonimo: No tiene

Lugar de recolecion: El Oro- Sambotambo

Coordenadas: 79°43° 56" W:03°39° 13" S;
Alt: 1450 msnm

Descripcion: T —

Palma solitaria hasta 20m de

alto; espinas negras, largas

(hasta 20cm) en el tronco,

mas cortas en el raqguis, el

margen de las pinnasy la

inflarascancia_haias Rendimiento mesocarpio %: 3,72

Usos: Preparar encocado, alimento
daanimalac Rendimiento coco %: no se obtuvo

22 & PPN-aa-0013

codigo de herbario:

Fotografia 3.1. Imagen de base de datos.
Fuente: La Autora

3.1.1 Informacién Etnobotanica.

La informacion etnobotanica se obtuvo de los habitantes de los sectores en que se
recolectaron las especies.
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La especie Aiphanes grandis, se conoce con el nombre comun de Chonta. Es utilizado como
alimento. Se come el palmito (meristemo apical) crudo o cocinado.
De las semillas del fruto se puede preparar encocado; se cocinan los frutos enteros en agua,

se los abre, se licuan las semillas y se cocina el licuado con azuicar o panela®.

La especie Phoenix canariensis, se conoce con el nombre comun de Palma canaria. Los frutos

sirven para el ganado. Tiene uso ornamental.

La especie Syagrus romanzoffiana, es conocida con el nombre comun de Palma chiriva. El

fruto se usa para alimentar al ganado. Tiene uso ornamental.

La especie Attalea cf., se conoce con el hombre comin de Mata de coco. Es usada para

alimentar animales y para la construccion.
3.2 Rendimientos y propiedades fisicas.

Segun revisién bibliogréfica no existen reportes y/o estudios acerca de la caracterizacion del
aceite de las cuatro especies de Arecaceae en estudio; por lo cual no hay normas que
permitan establecer los requisitos minimos que debe cumplir el aceite; por este motivo los
valores obtenidos se comparan con la normatividad vigente para grasas de aceites vegetales
de uso cosmético y alimenticio (Norma NTE INEN34:2012- COVENIN 30:1997)

3.2.1 Extraccién del aceite vegetal mediante equipo Soxhlet.

Para la extraccion del aceite se emplearon la endospermay la testa de los frutos previamente
triturados de las especies en estudio. La extraccion se realizd6 por el método Soxhlet

empleando como solvente hexano.

3.2.2 Rendimientos.

En la tabla 3.1 se muestran los rendimientos, el promedio y desviacion estandar obtenidos de

las tres extracciones, para cada una de las especies en estudio.

Tabla 3.1 Rendimientos de la extraccion por cada especie
% RENDIMIENTO (expresados en base fresca)

ESPECIES PRIMERA SEGUNDA | TERCERA ' PROMEDIO DESVIACION
EXT. EXT. EXT.
Aiphanes grandis 3,67 3,83 4,17 3,89 + 0,25
Phoenix 0,36 0,38 0,34 0,36 + 0,02
canariensis
Syagrus 14,50 15,00 14,75 14,75 + 0,25
romanzoffiana
Attalea 0,09 0,09 0,10 0,09 + 0,01

Fuente: La Autora



El aceite vegetal extraido de la especie Attalea, fue descartado debido a su bajo rendimiento,

ya que no se contaba con la cantidad suficiente para los ensayos posteriores.

En la grafica 3.1 se muestra una comparacién de los rendimientos obtenidos de los aceites
en porcentaje, en la cual se puede visualizar que la especie Syagrus romanzoffiana tiene un

mayor rendimiento y la especie Attalea es la que contiene el mas bajo rendimiento.

RENDIMIENTOS ARECACEAES

16,0000 14,7500 0,3000
14,0000 0,2546 b,2500 0,2500
12,0000 /\

10,0000 0,2000
X 8,0000 0,1500 =R
6,0000 3,8889 0,1000

4,0000
2,0000 : 0,0500
0,0167 0231
0,0000 — ——0,0064 0,0000
Aiphanes Phoenix Syagrus Attalea
Grandis Canariensis Romanzoffiana
== PROMEDIO —— DESVIACION

Gréfica 3.1. Comparacion de rendimiento de las cuatro especies
Fuente: La Autora

El ANOVA (Anexo 6.1) muestra que el valor P < 0,05, demostrando asi que hay diferencias
significativas en el rendimiento de las cuatro especies. En la tabla 3.1 se observa que la
desviacion obtenida es < 0,05 en dos de las especies: Aiphanes grandis y Syagrus
romazoffiana indicando que el analisis es confiable y los datos son reproducibles en estas

especies.

Los resultados obtenidos se compararon con investigaciones realizadas, tal es el caso del
estudio “Posibilidades de cultivo del pind6 (Syagrus romanzoffiana) en Argentina como
productora de biodiesel bajo condiciones de clima semiarido” en el cual se muestra que la
semilla de la especie Syagrus romanzoffiana presenta de 25% a 52% de aceite, siendo éste

superior al obtenido en el presente estudio, el cual fue de 14.75% °.
En la investigacion “Diversidad y usos de palmeras andinas (Arecaceae)”, se muestra que las
semillas del género Aiphanes tienen el 37% de aceite, siendo superior al del presente estudio,

el cual fue 3,89% 1°,

En la investigacion “Caracteristicas fisicoquimicas del aceite del endospermo de la Palma

Yagua (Attalea cryptanther)”, se muestra que el rendimiento obtenido de la pulpa para la
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especie Attalea cryptanther es de 5,48%, siendo superior al del presente estudio, el cual fue
0,09% °1.

El rendimiento de la extraccion varia por la influencia de algunos factores, entre ellos, el
contenido de aceite en las semillas y el método de extraccién empleado. El contenido de aceite
en la semilla depende de la variedad y las condiciones agroclimatolégicas del lugar donde se

cultiva %2

3.2.3 Propiedades Fisicas.

3.2.3.1 Colory apariencia.

El aceite presenté un color amarillo intenso; amarillo verdoso y amarillo naranja, con una
apariencia liquido viscosa en las especies Aiphanes grandis, Phoenix canariensis y Syagrus
romanzoffiana, respectivamente y sélido con una contextura como cera en la especie Attalea,

en la tabla 3.2 se detalla para cada especie.

Tabla 3.2 Color y Apariencia por cada especie

ESPECIES PARTE UTILIZADA COLOR APARIENCIA
Aiphanes Grandis Endosperma y testa amarillo-intenso liquido-viscoso
Phoenix Canariensis Endosperma y testa amarillo-verdoso liquido-viscoso
Syagrus Romanzoffiana Endosperma y testa amarillo-intenso liquido-viscoso
Attalea Endosperma y testa amarillo-naranja sélido

Fuente: La Autora

3.2.3.2 indice de refraccion.

En la tabla 3.3 se detallan los valores del indice de refraccion, el promedio y desviacion

estandar obtenidos de las tres extracciones para cada una de las especies en estudio.

Tabla 3.3 indice de refraccion por cada especie

ESPECIES PRIMERA SEGUNDA @ TERCERA PROMEDIO DESVIACION
EXT. EXT. EXT.
Aiphanes 1,4535 1,4543 1,4505 1,4528 d 0,0020
Grandis
Phoenix 1,4620 1,4667 1,4674 1,4654 + 0,0029
Canariensis
Syagrus 1,4555 1,4561 1,4567 1,4561 + 0,0006

Romanzoffiana

Fuente: La Autora

En la grafica 3.2 se compara una de las propiedades fisicas, el indice de refraccién de los

aceites vegetales. Se observa que la especie Phoenix canariensis posee mayor indice de



refraccion mientras que la especie Aiphanes grandis posee menor indice de refraccion de los

aceites.

INDICE DE REFRACCION

—

%

Aiphanes Grandis Phoenix Canariensis Syagrus Romanzoffiana

[0 PROMEDIO DESVIACION

Gréfica 3.2. Comparacion del indice de refraccion de las tres especies
Fuente: La Autora

El ANOVA (Anexo 6.2) muestra que el valor P< 0,05 demostrando que las tres especies no
tienen el mismo indice de refraccion, y como se observa en la tabla 3.2 la desviacién obtenida
es < 0,05 en las tres especies indicando que el andlisis es confiable y los datos son
reproducibles.

En la investigacion “Extraccion y caracterizacion del aceite de Poraquieba sericea Tulasne”
se muestra un indice de refraccion de 1,460 2, encontrandose dentro de los valores de indice

de refracciéon obtenidos en las tres especies del presente estudio.

En la investigacién “Caracteristicas fisicoquimicas del aceite del endospermo de la Palma
Yagua (Attalea cryptanther)”, se muestra un indice de refraccion de 1,4441°%, siendo éste
inferior a los obtenidos en el presente estudio; el valor encontrado en la Norma NTE INEN
30:2012, para grasa de palma africana (1,453 -1,4595)%, se asemeja con los valores
obtenidos.

3.2.3.3 Densidad.

En la tabla 3.4 se detallan los valores de la densidad, el promedio y desviacion estandar

obtenidos de las tres extracciones para cada una de las especies en estudio.
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Tabla 3.4 Densidad por cada especie

ESPECIES PRIMERA | SEGUNDA | TERCERA A PROMEDIO DESVIACION
EXT. EXT. EXT.
Aiphanes grandis 0,9016 0,9230 0,8932 0,9059 * 0,0154
Phoenix canariensis 0,9293 0,9293 0,9293 0,9293 * 0,0000
Syagrus romanzoffiana 0,9008 0,9252 0,9279 0,9180 * 0,0149

Fuente: La Autora

En la gréfica 3.3 se muestra la densidad de los aceites vegetales obtenidos, en porcentaje.
Se observa que la especie Phoenix canariensis posee mayor densidad y Aiphanes grandis

posee menor densidad.

DENSIDAD
0,5000 0,0080
0,4296
0,4500 0,0070 0,0070
04000 0060  0,0060
0,3500 : ’
50,2500 0,0040 X
oo
0,1500
0,0885 0,0020
0,1000
0,0500 0,0088 5006 0,0010
0,0000 — 0,0000
Aiphanes Grandis  Phoenix Canariensis Syagrus
Romanzoffiana
= PROMEDIO DESVIACION

Gréfica 3.3. Comparacion de la densidad de las tres especies
Fuente: La Autora

ElI ANOVA (Anexo 6.3) muestra que el valor de P < 0,05 demostrando que las tres especies
no tienen la misma densidad, y como se observa en la tabla 3.4 la desviacién obtenida es <

0,05 en las tres especies indicando que el método es confiable y los datos reproducibles.

Los valores de densidad obtenidos son similares a los reportados en la Norma NTE INEN
30:2012, para grasa de palma africana (0,910 - 0,918)%, y se asemeja con los valores

reportada por la norma venezolana (0,8969-0.926 g/cm?)®*, para aceites vegetales.
En la investigacién “Extraccion y caracterizacion del aceite de Poraquieba sericea Tulasne”

se muestra que la densidad es de 0.8912 g/cm? siendo éste inferior al obtenido en el presente

estudio 2.
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Las propiedades fisicas del aceite vegetal de las especies en estudio, puede varian por el
método empleado para determinarlas, independientemente de esto los valores de indice de
refraccion y densidad se encuentran dentro del rango reportado por investigaciones de
aceites vegetales.

3.3 Determinacion de tocoferoles y tocotrienoles.

El peso molecular de los compuestos cambia al realizar la derivatizacion, en la tabla 3.5 se
especifican los pesos moleculares de los tocoles antes y después de la derivatizacion.

Tabla 3.5 Pesos moleculares de los tocoles

Peso molecular +

Compuesto Peso Molecular derivatizante ((CH3)3SiO)
a-tocotrienol 424,66 496
[3-tocotrienol 410,63 482,4
y-tocotrienol 410,63 482.,4
o-tocotrienol 396,61 468,3
a-tocoferol 430,71 502,4
[3-tocoferol 416,68 488,4
y-tocoferol 416,68 488,4
o-tocofero 402,65 4744

Fuente: Jara 2012

Para la identificaciobn de los tocoles presentes en cada especie, se utiliz6 los iones de
referencia y su fragmentacion que son caracteristicas para cada especie, en la tabla 3.6 se
detallan los iones de referencia.

Tabla 3.6 lones de referencia de los tocoles

Compuesto lones de Referencia (m/z)
a-tocoferol 503,2; 504,0; 237,7; 236,8
R-tocoferol 489,3; 490,1; 222,7; 223,7
y-tocoferol 489,3; 490,1; 222,7; 223,7
o-tocoferol 475,1; 475,9; 208,6; 209,5
a-tocotrienol 497,2; 498,0; 237,8; 237,0
[3-tocotrienol 481; 484,0; 223,5; 222,6
y-tocotrienol 481; 484,0; 223,5; 222,6
O-tocotrienol 489,3: 490,1; 223,7; 49,0

Fuente: Naifez, 2007.



La informacion existente de determinaciones de tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E) en

especies de Arecaceae es muy escasa, por lo que se comparara con estudios similares.

Empleando el método descrito en el anexo lll, mediante CG/EM, en el cromatograma fig 3.1
de la especie Aiphanes grandis se identifico el a-tocoferol, en un tiempo de retencion de 8,743

min.

Abundance

TIC: A1.D
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Time-->
Fig 3.1. Cromatograma de la especie Aiphanes Grandis
Fuente: La Autora

En el espectro de masa se observo el ion molecular m/z 502.7 con fragmentos m/z 237.2 (Fig
3.2), en dicha figura se detalla: (a) Espectro de masa del estandar. b) Espectro de masa
obtenido de (Mirmira, Edward, 1972). c) Espectro de masa de la muestra; que permiten

realizar una comparacion y determinar el tocol presente.
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Fig 3.2. Espectro de masa de a-tocoferol en la especie Aiphanes Grandis
Fuente: La Autora

Se puede constatar que los tres espectros presentan la misma fragmentacion molecular (503,
237 m/z), logrando determinar la presencia de a- tocoferol en este aceite, cada compuesto
tiene su propia fragmentacion molecular como se puede comparar en (Mirmira, Edward, 1972)
Sy (Nufiez, 2007)?.

Se aprecia que el espectro de la especie Aiphanes grandis (Fig 3.2 c) ademas de poseer los

iones moleculares del a- tocoferol (503, 237 m/z), también contiene otro iones moleculares
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esto se debe al que el compuesto no se encuentra totalmente puro como es el caso en la
investigacion realizada por (Jara D, 2012)?° por especies de la familia Arecaceae, en la que
se obtuvo el espectro de masas del aceite idéntico al del estandar sin la presencia de otros

iones moleculares.

En la Fig 3.3 se muestran las fragmentaciones que ocurren en la molécula y mediante los
cuales se obtienen los iones de referencia caracteristicos para este compuesto, [502 -
(225)]=277; [502-(225+40)] = 237.

CH,

(CH3)4 -si-O
CH,

C— C— CH3
H2 H2 H2

225

Fig 3.3. Fragmentos de la molécula a- tocoferol
Fuente: Mirmira, Edward, 1972.

En el cromatograma fig 3.4 de la especie Phoenix canariensis se identificd el a-tocoferol, en

un tiempo de retencién de 7,39 min.

Abundance

TIC: P3.D

35000

30000

25000

20000

15000

10000

I S B L A S o e e e A e A e e S
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 800 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Time-->
Fig 3.4. Cromatograma de la especie Phoenix canariensis
Fuente: La Autora



En el espectro de masa se observo el ion molecular m/z 502.7 con fragmentos m/z 237.2 (Fig
3.2), en dicha figura se detalla: (a) Espectro de masa del estandar. b) Espectro de masa
obtenido de (Mirmira, Edward, 1972). c) Espectro de masa de la muestra; que permiten

realizar una comparacion y determinar el tocol presente.
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Fig 3.5. Espectro de masa de a-tocoferol en la especie Phoenix canariensis
Fuente: La Autora
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Se puede constatar que los tres espectros presentan la misma fragmentacién molecular,
logrando determinar la presencia de a- tocoferol, acompafado de otros compuestos como se
observa en lafig 3.5 c, debido a que el tocol no se encuentra totalmente puro; cada compuesto
tiene su propia fragmentacion molecular como se puede comparar en (Mirmira, Edward,
1972)%y (NGfiez, 2007)%.

En la Fig 3.6 se muestran las fragmentaciones que ocurren en la molécula y mediante los
cuales se obtienen los iones de referencia caracteristicos para este compuesto, [502 -
(225)]=277; [502-(225+40)] = 237.

CH,

C—C— CH3
H2 H2 H2

225

Fig 3.6. Fragmentos de la molécula a- tocoferol
Fuente: Mirmira, Edward, 1972.

En el cromatograma Fig. 3.7 de la especie Syagrus romanzoffiana se logré identificar a-

tocotrienol, con un tiempo de retencién correspondiente a 12,537min.
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Fig 3.7. Cromatograma de la especie Syagrus Romanzoffiana
Fuente: La Autora

En el espectro de masa se observo el ion molecular m/z 496 con fragmentos m/z 237 (Fig.
3.8), en ésta figura se detalla: a) Espectro de masa del estandar. b) Espectro de masa de la

muestra; que permiten realizar una comparacion y determinar el tocol presente.
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Fig 3.8. Espectro de masa de a-tocotrienol en la especie Syagrus Romanzoffiana
Fuente: La Autora

Se puede constatar que los dos espectros presentan la misma fragmentacion molecular (496,
237 m/z), logrando determinar la presencia de a- tocotrienol en este aceite, cada compuesto
tiene su propia fragmentacion molecular como se puede comparar en (Mirmira, Edward,
1972)%y (Nuriez, 2007)?e.

Se aprecia que el espectro de la especie Syagrus Romanzoffiana (Fig 3.8 b) ademas de
poseer los iones moleculares del a- tocotrienol (496, 237 m/z), también contiene otro iones

moleculares esto se debe al que el compuesto no se encuentra totalmente puro.
En la Fig 3.9 se muestran las fragmentaciones que ocurren en la molécula y mediante los

cuales se obtienen los iones de referencia caracteristicos para este compuesto, [497 -
(225)]=272; [497-(225+40)] = 237.
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CH,

C— C— CH3
H2 H2 H2

225

Fig 3.9. Fragmentos de la molécula a-tocoferol
Fuente: Mirmira, Edward, 1972.

3.4 Evaluacion de la capacidad antioxidante.

Para evaluar la capacidad antioxidante de los aceite se utilizé una curva de calibracion (Fig
3.10) la que se obtuvo utilizando el programa Microsoft Excel 2010, la curva tuvo un coeficiente
de correlaciéon R?= 0,9983 (Anexo 7.1), cercano a 1 indicando que las dos variables estan

perfectamente relacionadas.

CURVA DE CALIBRACION ABTS

1,200 y=-0,0013x + 1,0311
R?=0,9983
1,000
0,800
0,600

0,400

Absorbancia (nm)

0,200

0,000
0 200 400 600 800 1000

Concentracion (uM)

Fig 3.10. Curva de calibracién ABTS
Fuente: La Autora

Latabla 3.7 muestra un resumen de los resultados de la actividad antioxidante de las especies

en estudio, obtenidos por el método ABTS.
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Tabla 3.7 Actividad antioxidante de las especies Arecaceae

Concentracié
i o V Extracto- .
) Concentracion | Volumende | Volumen de . Wi muestra n puM de ,
Muestra Absorbancia(nm) ) ) Aceite . UM de Trélox/g de MF
Trélox pm/L |solucién (ml) | extracto (ml) A (g) Trélox/g de
obtenido (ml)
MF
0,843 145 2,850 0,150 3,670 120,000 0,084
Aiphanes grandis 0,849 140 2,850 0,150 3,830 120,000 0,085 0,089 + 0,007
0,841 146 2,850 0,150 4,170 120,000 0,097
Phosnix 0,845 143 2,850 0,150 0,360 120,000 0,008
canariensis 0,849 140 2,850 0,150 0,380 120,000 0,008 0,008 + 0,001
0,854 136 2,850 0,150 0,340 120,000 0,007
SEES 0,871 123 2,850 0,150 14,500 80,000 0,424
romanzoffiana 0,872 122 2,850 0,150 15,000 80,000 0,436 0,430 + 0,006
0,872 122 2,850 0,150 14,750 80,000 0,429

Fuente: La Autora

En la gréfica 3.11 se muestra la capacidad antioxidante de los aceites vegetales obtenidos,
en UM de Trolox/g de MF. Se observa que la especie Syagrus romanzoffiana posee mayor
actividad antioxidante y Phoenix canariensis la menor.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

um de trélox/g de MF
%

Aiphanes Grandis  Phoenix Canariensis Syagrus
Romanzoffiana

PROMEDIO DESVIACION

Graéfica 3.11. Comparacion de la capacidad antioxidante
Fuente: La Autora

El ANOVA (Anexo 6.4) muestra que el valor de P es <0,05 demostrando que hay diferencia
significativa en la capacidad antioxidante de las tres especies y como se observa en la tabla
3.7 la desviacion obtenida es < 0,05 en las tres especies indicando que el método es confiable

y los datos reproducibles.

En necesario considerar que son escasos los estudios que reporten la actividad antioxidante
de especies de la familia Arecaceae obtenidos a partir de los frutos, en la investigacion
“Bioactive compounds and antioxidant capacities of 18 non-traditional tropical fruits from
Brazil” muestra para tres especies de Arecaceae Acai, 15.1 + 4.1 pmol Trélox/g; Carnauba

10.7 £ 0.2 umol trélox/g; Jucara, 78.3 + 13.3 umol trélox/g por el método ABTS para materia
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fresca (pulpa) %6, pero al comparar los datos obtenidos con dicha referencia se not6 que los
valores son distintos aunque pertenecen a la misma familia Arecaceae, siendo éstos
superiores a los obtenidos en el presente estudio, esta diferencia puede ser debido a que el
contenido de compuestos antioxidantes se ve influenciado por las condiciones de extraccion,
estado de madurez de la fruta, variedad de la materia prima, ubicacion geogréfica de la
misma®’ 8% tipo de solvente utilizado, concentraciéon de dicho solvente, tiempo de extraccion,
tamafio de particula, temperatura de extraccion, relacion solido: solvente y debido a que hay
muchos ensayos con diferentes sustratos, cinética de reaccién y métodos analiticos para
evaluar la actividad antioxidante®, por lo cual las comparaciones entre resultados de actividad
antioxidante solo pueden hacerse para un mismo método y para muestras obtenidas con los

mismos disolventes®.



4

CONCLUSIONES

Se recolectaron 4 especies de Arecaceae en las provincias de Loja y El Oro, éstas
especies son:; Aiphanes grandis, Phoenix Canariensis, Syagrus romanzoffiana y Attale
cf.; de estas especies se seleccionaron 3 (Aiphanes grandis, Phoenix Canariensis,
Syagrus romanzoffiana) debido a su rendimiento en la extraccién para determinar

propiedades fisicas, tocoles y capacidad antioxidante.

La identificacion de las especies se realizé en el Herbario Reinaldo Espinosa de la
Universidad Nacional de Loja, en donde nos facilitaron las muestras de herbario ahi
existentes para comparar nuestras especies, basandonos en bibliografia para las
especies no existentes en el herbario, y de ésta manera caracterizar las especies

recolectadas.

La extraccion del aceite vegetal se realiz6 mediante el método Soxhlet porque utilizd
menor cantidad de solvente y empled un tiempo de destilacion de 2 horas, la muestra
se pone en contacto repetidamente con las fracciones del disolvente lo que ayuda a
desplazar el equilibrio de la transferencia, ademés es un método sencillo que permite

extraer mayor cantidad de muestra que la mayoria de métodos modernos.

Los rendimientos obtenidos para las 4 especies en estudio son bajos en comparacion
con otras especies de la familia Arecaceae, varian por la influencia de algunos
factores, entre ellos, el contenido de aceite en las semillas y el método de extraccion

empleado, asi como de las condiciones agroclimatoldgicas del lugar donde se cultivan.

Se determiné las propiedades fisicas cuyos resultados son positivos en las tres
especies, tanto la densidad (0,9059; 0,9296; 0,9180 g/cm® como el indice de
refraccion (1,4528; 1,4654; 1,4567) se encuentran dentro de los rangos establecidos

por normas para aceites vegetales.

Mediante Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas, en la especie
Aiphanes grandis se determind la presencia de a-tocoferol; en la especie Phoenix
canariensis se identific6 la presencia de a- tocoferol y en la especie Syagrus

romanzoffiana se encontr6 el a- tocotrienol.

La evaluacion de la capacidad antioxidante en las tres especies es baja (0,089 ; 0,008

0,430 uM de trélox/g de MF), comparada con especies de la misma familia Arecaceae,



esta diferencia puede ser debido a que el contenido de compuestos antioxidantes se
ve influenciado por algunos factores como las condiciones de extraccion, estado de
madurez de la fruta, ubicacion geogréfica, tipo de solvente utilizado, tiempo de

extraccion, tamafio de particula, temperatura de extraccion.



5 RECOMENDACIONES

» Trabajar con muestra seca y un determinado tamafio de particula, para permitir una

mayor area de contacto entre el sélido y el solvente, facilitando la extraccion.

» Los tocoles son muy sensibles a la luz y al calor, por lo que es importante trabajar con

cuidado para evitar pérdidas.

» No usar derivatizantes guardados, ya que no posee las mismas propiedades que al

utilizar al instante de que se lo abre, debido a que este se oxida rapidamente.

» Es necesario trabajar con mas de un método para obtener una imagen completa de la

capacidad antioxidante de dichos compuestos.
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ANEXOS

ANEXOI

Norma ANFOR para la determinacién de la densidad relativa a 20 °C

Principio: La densidad relativa a 20 °C de un aceite vegetal se define como la masa de un
terminado volumen de aceite vegetal a 20 °C sobre la masa de un volumen igual de agua
destilada a 20 °C.

Nota:

e Si es necesario operar a una temperatura diferente debido a la naturaleza del aceite
esencial para indicar la norma referente al aceite vegetal. La correccion para 20 °C es
de 0,0007 a 0,0008 por grado centigrado.

e Lamasa volumétrica a 20 °C de un aceite vegetal se reporta como la masa de un cierto

volumen del aceite vegetal a 20 °C.

Aparatos:

e Picnémetro de vidrio
e Barfio termostatico, mantenido a 20 °C + 0.2 °C.
e TermoOmetro de precisién graduado de 10 a 30 °C, con una variacion de 0,2 a 0,1 °C.

e Balanza analitica.

Procedimiento:

e Preparacion del picndmetro: Limpiar rigurosamente y luego enjuagar el picnémetro,
lavar con etanol y luego con acetona, pasar por una corriente de aire seco. Si es
necesario secar el exterior del picnémetro. Cuando se equilibre la temperatura en el
cuarto de balanza pesar el picnémetro, con un tapén en su sitio con 1mg de precision.

e Peso del agua destilada: Llenar el picndmetro con agua recién destilada a 20° C.
Coloque el picnémetro en el bafio termostatico. Durante 30 min ajustar el nivel del
agua hasta la marca, poner el tapon del picnédmetro en su sitio, secar el exterior del
picnometro. Cuando se equilibre la temperatura con el cuarto de balanzas pesar el
picnometro lleno con el tapdn en su sitio con 1 mg de precision lleno igual que en el

caso anterior.



o Peso del aceite vegetal: Vaciar el picnbmetro, enjuagar y secar como en el inicio.

Efectuar las mismas operaciones pero en lugar de agua hacerlo con aceite vegetal.

Expresion de resultados:

La densidad relativa se la expresa con la siguiente férmula:

20 _ m2 —mo

207 M1 —mo

20
dzo = densidad relativa a 20 °C, referido al agua a 20 °C

mO= es la masa en gramos del picnémetro vacio.

m1= es la masa en gramos del picnémetro con agua.

m2= es la masa en gramos del picnémetro con el aceite vegetal.
Se expresara los resultados con cuatro decimales.



ANEXO I

Norma ANFOR para la determinacién del indice de refraccion

Principio: El indice de refraccion de un aceite vegetal es el producto entre el seno del angulo
de incidencia y el seno del angulo de refraccion de un rayo luminoso de longitud de onda
determinada, que pasa desde el aire a través del aceite vegetal, manteniendo la temperatura

constante.

La longitud de onda especifica es 589,3 + 0,3 nm, correspondiente a la radiacion D1 y D2 del

espectro de sodio.

La temperatura de referencia es de 20 °C, salvo para los aceites vegetales g no son liquidos
a esa temperatura. En este caso se deben adoptar las temperaturas de 25 a 30°C segun el
punto de fusién del aceite vegetal considerado.

Aparatos:

o Refractometro: Se utilizé un refractdmetro clasico que permita la lectura de los indices
de refracciéon entre: 1.300 y 1.700 o con una precision de + 0,0002:
Ajuste el aparato de manera que a una temperatura de 20 °C, se tengan los siguientes
indices de refraccién segun:
1.3330 para agua destilada.
1.4906 para el p-cimeno.
1.5685 para el benzoato de bencilo.

1.6585 para el 1-bromo naftaleno.

Los productos patrén deben ser puros, de calidad para refractometria, deben también
ajustarse con una lamina de indice de refraccion conocida, segun las indicaciones de

fabricacion del equipo.
Resultados:
Determinacién: Pasar una corriente de agua en el refractometro, a fin de mantener el aparato

a la temperatura de referencia de 20 °C salvo para los aceites vegetales que no son liquidos

a esa temperatura. En este caso deben adoptarse las temperaturas de 20 y 30 °C, segun el



punto de fusién del aceite vegetal considerado. Esta temperatura no debe diferir de la
temperatura de referencia mas de + 0,2 °C y debe mantenerse a + 0,2 °C.
Antes de poner la muestra en el instrumento, llevarla a una temperatura igual a la que se

realizara la medida. Para efectuar la lectura esperar que la temperatura sea estable.

Expresion de resultados

e Calculos: En indice de refraccion a la temperatura de referencia estd dado por la
férmula: ntD = ntD +0.0004(t'-t)

Donde:

ntD = valor de la lectura, obtenida a la temperatura t, o aquella a la que se haya efectuado la
determinacion.

0.0004 = factor de correccion.

t'= temperatura a la que se efectu6 la medicion.

t = temperatura a 20°C



ANEXO Il

CONDICIONES DE OPERACION DE CG/EM

INSTRUMENT CONTROL PARAMETERS: 5973N

C:\\MSDCHEM\1\METHODS\METHYL_STEARATE_SCAN_NEW.M

Control Information

Sample Inlet: GC
Injection Source: GC ALS
Mass Spectrometer Enabled

6890 GC METHOD

OVEN

Initia ltemp: 220 'C (On) Maximum temp: 300 'C
Initial time: 2.00 min Equilibration time: 0.50 min
Ramps:

# Rate Final temp Final time

110.00 285 5.00

2 0.0 (Off)

Posttemp: 0'C
Post time: 0.00 min
Run time: 13.50 min

FRONT INLET (UNKNOWN) BACK INLET (SPLIT/SPLITLESS)
Mode: Splitless

Initial temp: 275 'C (On)

Pressure: 28.05 psi (On)

Purge flow: 50.0mL/min

Purge time: 1.00 min

Total flow: 54.4mL/min

Gas saver: On

Saver flow: 50.0mL/min

Saver time: 2.00 min



Gas type: Helium

COLUMN 1

(notinstalled) Capillary Column
Model Number: Agilent 122-5532
DB-5ms, 0.25mm * 30m * 0.25um
Max temperature: 350 'C
Nominal length: 30.0 m

Nominal diameter: 250.00um
Nominal film thickness: 0.25um
Mode: constant flow

Initial flow: 1.8mL/min

Nominal init pressure: 28.05 psi
Avergevelo city: 52 cm/sec

Inlet: Back Inlet

Outlet: MSD

Out let pressure: vacuum

FRONT DETECTOR

SIGNAL 1

Data rate: 20 Hz

Type: front detector

Save Data: On Save Data: On
Zero: 0.0 (Off)

Range: ORange: O

Fast Peaks: Off Fast Peaks: Off

Attenuation: OAttenuation: O

COLUMN COMP 1

(No Detectors Installed)

THERMAL AUX 1

Use: MSD Transfer Line Heater

Description: Interface mass
Initial temp: 250 'C (On)

COLUMN 2

BACK DETECTOR
SIGNAL 2

Data rate: 20 Hz
Type: front detector

Zero: 0.0 (Off)

COLUMN COMP 2

(No Detectors Installed)



Initial time: 0.00 min

# Rate Final temp Final time
1 0.0(Off)

POST RUN
Post Time: 0.00 min

TIME TABLE

Time Specifier Parameter & Setpoint

GC Injector
Back Injector:
SampleWashes3
Sample Pumps 6
Injection Volume 1.0 microliters
Syringe Size 10.0 microliters
Post Inj Solvent A Washes 3
Post Inj Solvent B Washes 0
ViscosityDelayO seconds
Plunger Speed Fast
PrelnjectionDwell0.00 minutes

PostlnjectionDwell0.00 minutes

Column 1 Inventory Number: HP-FFAP
Column 2 Inventory Number: A015

MS ACQUISITION PARAMETERS
General Information
Tune File: atune. u

Acquistion Mode: Scan

MS Information

Solvent Delay: 3.00 min

EM Absolute: False

EM Off set: 0

Resulting EM Voltage: 1764.7



[Scan Parameters]

Low Mass: 60.0

High Mass: 580.0

Threshold: 0

Sample#: 2 A/D Samples 4

[MSZones]

MS Quad: 150 C maximum 200 C
MS Source: 230 C maximum 250 C

END OF MS ACQUISITION PARAMETERS

TUNE PARAMETERS

EMISSION: 34.610
ENERGY: 69.922
REPELLER: 29.620
IONFOCUS: 90.157
ENTRANCE_LE:14.000
EMVOLTS: 1764.706
AMUGAIN: 1965.000
AMUOFFSET: 124.000
FILAMENT: 1.000
DCPOLARITY: 1.000
ENTLENSOFFS: 19.075
MASSGAIN: -1.022
MASSOFFSET: -10.131



10.

11.

12.

ANEXO IV

TECNICA DE SAPONIFICACION (Pocklington, Dieffenbacher, 1988)

Pesar exactamente 2 g de aceite extraido en un matraz de 100 ml, disolver la muestra

en 8 ml de etanol al 96%, agitando constantemente.

Afadir 100 mg de pirogalol agitando constantemente.

Purgar el matraz con N2, afiadir 4 ml de solucién de hidréxido de potasio al 60% (m/m)
y tapar con un tapon de vidrio (toda la reaccion debe hacerse en ausencia de luz por
lo que todo el material usado fue cubierto con papel aluminio).

Colocar el matraz en bafio maria a 26 °C y agitar vigorosamente por 10 min.

Anadir 50 ml de agua desionizada y transferir el contenido del matraz a un embudo de
decantacion de 250 ml. Lavar el matraz con 50 ml de dietiléter que contiene 0,1 %
(m/m) de pirogalol y transferir el lavado al embudo.

En el embudo, dejar que las dos fases se separen y extraer la capa acuosa inferior.

Extraer nuevamente la capa acuosa inferior 4 veces con alicuotas de 30 ml de dietil

éter y combinar los extractos de éter.

Lavar los extractos combinados de dietiléter con 50 ml de agua y luego con 30 ml de
HCI 0,01 moles por litro y afadir 2 g de sulfato de sodio anhidro, mezclando
suavemente para absorber el H20.

Filtrar con papel filtro los extractos de éter y recoger el filtro en un balén &mbar.
Llevar al rotavapor a una presién reducida y a una temperatura no mayor a 40 °C.

Lavar las paredes del matraz con hexano.

Si permanece un residuo liquido en el matraz afiada etanol y evapore a sequedad y

transfiera en el contenido a un matraz de 50 ml.



ANEXO V

Esquema de determinacidn de actividad antioxidante (ABTS)

0.04060 g 0.0070 g de
de ABTS persulfato
aforados en de potasio

10mL de aforados en
H20 10mL de

destilada

H20

Mezclar y reposar
12 h

§

Leer a 734nm,
hasta una lectura
en absorbancia de
1,1+ 0.02

concentraciones

de 25-800 pMol j

J

Pesar 0.0250 g
de trolox, aforar
a 100mL de
MeOH

Tomar
alicuotas: 0;
0.25; 1.47; 2.93;

4.40; 5.85; 7.82
mL aforados a
10mL de MeOH

150 pLde cada

concentracion +
2.85mL de sol.
De trabajo ABTS

Reaccionar 2h
en la

obscuridad,
luego leer
absorbancia a
734nm.

[ ABTS ]
-~ i e A
Solucién patrén Solucion de Curva de Lectura de
(SP) \ trabajo (ST)ABTS calibracion muestras
Solucién 2 1mL de SP + Emplear,una 150 pL de
curva estandar extracto +
60mL de MeOH con trolox, 2850

muestras pL
de (ST) ABTS

~N

Reposar 2 h

Leer
absorbancia a
734nm

Fuente: La Autora




ANEXO VI
ANOVA

6.1 RENDIMIENTO DE EXTRACCION DE LAS CUATRO ESPECIES DE ARECACEAE

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 3 11,67 3,89 0,06
Columna 2 3 1,08 0,36 0,00
Columna 3 3 44,25 14,75 0,06
Columna 4 3 0,31 0,10 0,00
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 424,83 3 141,6094 4417,19  3,26E-13 4,07
Dentro de los
grupos 0,26 8 0,0321
Total 425,08 11

6.2 INDICE DE REFRACCION DE LAS TRES ESPECIES DE ARECACEAE

Andlisis de varianza de un

factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 4,3562 1,4521 7,55E-06
Columna 2 3 4,3868 1,4623 2,52E-05
Columna 3 3 4,3582 1,4527 8,57E-08
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,0002 2 9,757E-05 8,9210 0,0159 5,1433
Dentro de los
grupos 6,56E-05 6 1,094E-05
Total 0,0003 8




6.3 DENSIDAD DE LAS TRES ESPECIES DE ARECACEAE

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 3 2,7177 0,9059 0,0002
Columna 2 3 3,2261 1,0754 0,0000
Columna 3 3 2,7540 0,9180 0,0002
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,0536 2 0,0268 175,3734  4,757E-06 5,1433
Dentro de los
grupos 0,0009 6 0,0002
Total 0,0545 8
6.4 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS TRES ESPECIES DE ARECACEAE
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columnal 3 0,266 0,089 4,849E-05
Columna 2 3 0,024 0,008 3,253E-07
Columna 3 3 1,289 0,430 3,589E-05
ANALISIS DE VARIANZA
Grados Promedio Valor
Suma de de de los critico
Origen de las variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad  para F
Entre grupos 0,301 2 0,1503 5323,357 1,787E-10 5,143
Dentro de los grupos 0,000 6 0,0000
Total 0,301 8




ANEXO VII
CURVA DE CALIBRACION

7.1 CURVA DE CALIBRACION ABTS.

Datos de curva de calibracién ABTS

concent. | Absorbancia
(rM) (nm)

1,018

0 1,016 1,017

Promedio

1,016
0,984 CURVA DE CALIBRACION ABTS
24,75 0,984 0,984
0,985
0,861 1,000
145,84 | 0,862 0,861
0,861
0,665
289,74 | 0,664 0,665
0,665
0,483 0,200
435,1 0,483 0,483 0,000
0,483 0 200 400 600 800 1000
0,273
578,48 | 0,272 0,272

1,200 y=-0,0013x +1,0311
R? =0,9983

0,800

0,600

0,400

Absorbancia (nm)

Concentracion (uM)

0,272
0,012
773,82 0,013 0,013
0,013
0,849
extracto 0,847 2,531
0,835

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La Autora
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