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CONTEXTO GENERAL

La cadena productiva del arroz es una importante fuente generadora de empleo. A
nivel de cultivo, el lll Censo Nacional Arrocero realizado en 2007 identifico la existencia
de 12.414 productores y 17.352 unidades productoras de arroz (UPA) empleando en
forma directa a 65.000 personas. Por su parte, en el pais existen cerca de 90 empresas
procesadoras de arroz que emplean de forma directa a 4.650 personas y financian
cerca del 30% del area sembrada de arroz.

La mayor parte de la capacidad instalada de la molineria de arroz de Colombia
tiene un desarrollo tecnoldgico avanzado (en molienda y secado) si se compara
con los estandares tecnoldgicos registrados por Estados Unidos, Brasil, Uruguay y
Venezuela. El principal producto del proceso de molineria es el arroz blanco, seguido
por subproductos como la cascarilla y el salvado de arroz (SA), y el arroz partido,
grande y pequeno.

El arroz es un cultivo social y econdmicamente importante para el pais por su alta
participacién en el area cosechada, en el valor de la produccién agricola y, como
se habia mencionado anteriormente, en la generacion de empleo. En el afo 2009,
en Colombia se cultivaron 468.892 hectareas (Ha) con una produccion de 2°363.519
toneladas métricas (Tm) de arroz paddy seco, equivalente a cerca de 1607.719 Tm
de arroz blanco. El arroz es el tercer cultivo agricola en extension después del café y
el maiz. Representa el 13% del area cosechada en Colombia y el 30% de los cultivos
transitorios. Su produccion representa el 6% del valor de la produccion agropecuaria
y el 10% de la actividad agricola colombiana. El valor generado por este producto es
equivalente al 58% del valor constituido por el cultivo del café.

En general, la industria arrocera colombiana desempefa varias funciones dentro de la
cadena: financia productores, acopia, acondiciona, almacena y financia almacenaje,
procesa, hace mercadeo y desarrollo de productos, y vende. En este ultimo tema, la
década de los noventa se caracteriz6 por la consolidacion de las marcas lideres y por
una actividad mas agresiva en términos de mercadeo, como respuesta a la recesion
econdémica y en afos recientes a la generacién de productos con valor agregado.

Sin embargo, la industrializacién de alimentos de consumo masivo trae consigo una
serie de problemas a resolver, que van desde la produccion de materias primas hasta
la utilizacién de los subproductos que se generan durante el proceso, que muchas
veces son un factor de impacto ambiental negativo.

Estos factores llevan a la necesidad de un reaprovechamiento integral de las materias
primas y de los subproductos que se forman durante un proceso determinado. Un
ejemplo se encuentra en la industrializacion del arroz, la cual implica un proceso de
abrasion, conocido como “molienda”, del cual se obtiene como producto principal
el arroz blanco o pulido. La cascarilla y el salvado de arroz (SA) son considerados
como subproductos. La cascarilla representa cerca del 20% del arroz paddy seco vy el
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salvado representa aproximadamente el 8% (del arroz paddy seco) dividido asi: el 6%
de la capa externay 2% del germen (grafica 1).

GRANO DE ARROZ

El salvado de arroz representa el
Pericarpio 8% del peso del grano seco
Tegumento (Testa) —
Aleurona —
Endospermo
Germen —
T Tallo
CAPAS QUE COMPONEN
EL SALVADO DE ARROZ

Grafica 1. Estructura del grano de arroz.

La produccion nacional por afio de estos dos subproductos es del orden de 400.000
toneladas para la cascarilla y 160.000 toneladas para el SA. Actualmente el uso del
SA es para alimentacion balanceada en animales con un precio relativamente bajo.

Para mejorar el valor comercial del SA, es necesario llevar a cabo un proceso de
estabilizacion que le permita una vida util mas amplia, posibilitando usos potenciales en
diferentes tipos de industrias. Este proyecto de investigacion es de gran importancia,
ya que Induarroz aspira incrementar para el afio 2019 el consumo per capita de arroz
de 38 a 80 kilos.

La Camara de Induarroz de la ANDI dando cumplimiento a su funcién de promover
el desarrollo del mercado de productos comestibles y no comestibles, desarrollo y
cofinancié en asocio con la Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano el proyecto
titulado “Estabilizacién y usos potenciales del salvado de arroz colombiano para
su aprovechamiento industrial sin afectar su calidad nutricional y funcional”. Asi, la
presente publicacion tiene como fin presentar los resultados obtenidos a nivel de
estudio de SA colombiano.

Referencias bibliograficas

http://www.Fedearroz.com.co/rev.htm

Observatorio Agro cadenas Colombia, Febrero, 2004 http://www.agrocadenas.gov.co
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de los objetivos primordiales del pais esta la produccion suficiente de
alimentos basicos de consumo masivo, lo que hace de la industria alimentaria un
factor determinante en el aprovechamiento y distribucidén de los alimentos. Esto lleva
a la necesidad de un reaprovechamiento integral de las materias primas y de los
subproductos que se generan en un proceso determinado.

En el pais se generd en el afo 2009 un total aproximado de 189.081 Ton de SA a un
precio de venta promedio de 595 pesos/Kg.

El SA es la fraccion del arroz de mayor contenido nutricional, ya que contiene de
15 a 20% de aceite comestible de alto valor funcional, de 12 a 16% de proteinas,
de 23 a 28% de fibra dietética y de 7 a 10% de cenizas; ademas presenta un alto
contenido de vitaminas del complejo B y E como el alfa-tocoferol, tocotrienoles y
gamma-orizanol (Kennedy & Burlingame, 2003; Nicolosi et al., 1993). Investigaciones
recientes han concluido que el SA es un depésito de antioxidantes en potencia (120
antioxidantes y cofactores se han identificado), cuenta también con mezclas unicas de
carbohidratos junto con todos los aminoacidos esenciales para el metabolismo de las
proteinas; ademas es la solucién perfecta en la batalla contra enfermedades crdnicas
del corazdn e intestinales (Nutracea; Jariwalla, 2001), asi las cualidades nutracéuticas
generan un aporte a la salud humana al ser consumido.

Es importante mencionar que toda la potencialidad de este subproducto esta por
descubrirse, lo Unico cierto es que es un alimento que da vida. Lo anterior permite
concluir que el SA es un producto alimenticio lleno de propiedades funcionales y
con compuestos Unicos de muy alto valor, con usos potenciales tanto en la industria
de los alimentos funcionales (nutracéuticos), enriquecidos vy fortificados, como en la
industria cosmética y farmacéutica.

En la industria arrocera se presentan problemas con este subproducto, ya que su
valor comercial es bajo, hay pocos compradores (industria de alimentos balanceados
para animales), pocos usos conocidos (fibra dietaria), vida util muy corta debido a
la activacién de enzimas en el proceso de molienda causando inestabilidad y un
rapido deterioro del subproducto, generando la pérdida de toda la funcionalidad ya
mencionada, por tal motivo el SA debe ser estabilizado rapidamente a través de algun
tipo de proceso.

Dicha inestabilidad se produce por la presencia de lipasas y peroxidasas en el SA, que
hidrolizan los glicéridos y oxidan los acidos grasos libres ocasionando una alteracion
irreversible del subproducto en pocas horas de almacenamiento (se acidificay enrancia
rapidamente) (Parrado, 2006; Vercet, 2002; Adler-Nissen, 1986).

Existen varias posibilidades para evitar este deterioro que van desde tratamientos
térmicos (mecanicos, microondas y 6hmicos), quimicos (acidos, bases, antioxidantes),
alternativos (proteasas), almacenamiento en atmdsferas controladas, almacenamiento
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a bajas temperaturas hasta proceso simultdneo de blanqueo y extraccion. Tales
métodos consisten llanamente en eliminar o reducir la actividad de los constituyentes
que provocan tal deterioro (Juliano, 1994; Prakash, 1996; Prakash, 1999; Prakash,
1996). Una técnica de estabilizaciéon adecuada es aquella en la que el SA es sometido a
un proceso que permita inactivar las enzimas sin afectar el nivel nutricional y funcional
del alimento, que es uno de los objetivos que persigue este proyecto; ademas destruir
los inhibidores de crecimiento presentes naturalmente como son la tripsina y las
hemaglutininas.

Referencias bibliograficas
Adler-Nissen, J.. ISSPH-The production and properties of an enzymic food protein

hydrolysate (pp. 263-313). Enzymic hydrolysis of food proteins. London, New York:
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CAPITULO 1

METODOLOGIAS ESTANDARIZADAS PARA
CARACTERIZAR EL SALVADO DE ARROZ
EN CADA ETAPA DE PULIDO DE ARROZ
(MOLINO INDUSTRIAL)

Metodologias estandarizadas para la extraccion

del aceite crudo de salvado de arroz; separacion

y cuantificacion cromatografica de tocoferoles,
tocotrienoles, y-orizanol y acidos grasos insaturados
totales (oléico, linoléico y linolénico).

Autores
Rubén Danilo Bourdon
Ivonne Alejandra Gonzalez
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INTRODUCCION

Debido a que este estudio es pionero en el pais, se presentd la necesidad de adaptar
algunas de las metodologias empleadas a nivel internacional para la extraccion de
aceite de salvado de arroz colombiano y sus compuestos funcionales. Para la carac-
terizacion funcional se estudio y se cuantificaron los acidos grasos libres insaturados
(omega 9, omega 6 y omega 3) por método HPLC (Implementado en la Universidad);
caracterizacion y cuantificaciéon de tocoferoles, tocotrienoles y gamma-orizanol por
método de HPLC (implementado en la Universidad).

A continuacion se presentan las metodologias estandarizadas para:

* Extraccioén del aceite crudo del salvado de arroz colombiano.
» Separacion de tocoferoles, tocotrienoles y y-orizanol.

* Separacion de acidos grasos insaturados totales y libres (oléico, linoléico y
linolénico).
* Curvas de calibracién y condiciones para la cuantificacion mediante HPLC.

METODOLOGIAS Y MATERIALES

A continuacion se presentan las metodologias y materiales empleados a lo largo de
las investigaciones realizadas.

Extraccion de aceite crudo de salvado de arroz

En el siguiente diagrama (gréfica 2) se encuentra explicada la metodologia llevada a
cabo para la extraccién de aceite crudo de SA.

Tamizar 40 g de SA Calentar isopropanol
(malla de 850 pm) a 60°C

A

Pesar 10.000 g de
SA en balon de 100 ml >
con tapa

Adicionar isopropanol
al recipiente (38,1 ml)

A

Tapary sumergir Filtrar al vacio Evaporar hasta
en bafo termostatado y conservar la obtener el aceite
a 60°C (por 30 min) fraccién liquida crudo de salvado

\ 4

% de aceite crudo
en salvado

Grafica 2. Metodologia para extraccion del aceite crudo de SA.
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CaPITULO 1

Materiales y reactivos para un ensayo (3 muestras)
* 1 balanza analitica (minimo 3 decimales)
1 malla de 850 pym (tamizador automatico)
1 bafo termostatado a 60 °C
1 bomba de vacio con trampa
1 evaporador rotatorio
1 probeta de 50 mL (unidad minima 0,1 mL)
3 balones fondo redondo de 100 mL con boca ES 29/32, con tapa y clip
1 balén de 250 mL fondo redondo con boca ES 29/32 con tapa y clip (para iso-
propanol)
* 4 pinzas para refrigerante con nuez
* 1 erlenmeyer de 250 mL con desprendimiento (kitasato)
* 1 embudo bichner

* 3 tubos para centrifuga de 50 mL

* 3 viales ambar de 1,5 mL con tapa y septa de teflon
* 3 papel filtro N° 1 (Whatman)

* 1 micro espatula

* 1 espatula

e Salvado de arroz 40 g

* |sopropanol (2-propanol) HPLC o R.A. 200 mL

Separacion de tocoferoles, tocotrienoles y y-orizanol desde aceite crudo de SA

La separacion de tocoferoles, tocotrienoles y y-orizanol desde aceite crudo de SA se
presenta a continuacién en la grafica 3.

Materiales y reactivos para un ensayo (3 muestras)
* 1 balanza analitica (minimo 3 decimales)
1 evaporador rotatorio
1 plancha de calentamiento
1 centrifuga
1 probeta de 10 mL
3 balones fondo redondo de 100 mL con boca ES 29/32, con tapa y clip
3 embudos de separacion de 100 mL
3 condensadores (para reflujo)

3 pinzas para refrigerante con nuez
2 buretas de 50 mL (hexano, agua desionizada)

15



EL SALVADO DE ARROZ

* 3 vasos de precipitados de 50 mL

* 3 tubos para centrifuga de 50 mL

* 3 pipetas pasteur o serologicas

* 3 viales ambar de 1,5 mL con tapa y septa de teflon
* 3 embudos pequefios con vastago

* 1 cubeta de plastico (recipiente para bafio de hielo)
* 3 laminas de papel aluminio de 6 x 6 cm

* 1 micropipeta de 1000 pL con 3 tips

* 1 microespatula

* Aceite crudode SA1g

* Etanol al 96% R.A. 50 mL

« Acido ascoérbico 1 g

e KOH al 60% 2 mL

* Hielo500g

* Hexano R.A. 100 mL

* Agua desionizada 100 mL

» Sulfato de sodio anhidro R.A. 20 g

* Lana extraida con hexano 4 g

* |sopropanol (2-propanol) HPLC o R.A. 5 mL

Pesar 200 mg de aceite crudo en balén de .| Adicionar 10 ml de etanol .| Adicionar 0,2 g de
100 ml ( con sistema de reflujo) (96%) acido ascoérbico
A
Dejar enfriar a L -
Colocar en baio de hielo 1 tamnaratir < Llevar a ebulliciéon | Adicionar 0,40 ml de
- (10 min) KOH (60%)
ambiente
v
Adicionar 10 ml de agua .| Centrifugara 120xg R Transferir la fase .| Extraer tres veces mas
y 10 ml de hexano (1 min) superior al embudo con 5 ml de hexano
A
Diluir con 1 ml de Evaporar el solvente al | Filtrar a través de 5g TS GRS
. . . . lavarlos 3 veces con 5
isoptopanol y analizar vacio de Na,SO, anhidro
ml de agua

Grafica 3. Metodologia de separacién de tocoferoles, tocotrienoles y y-orizanol desde aceite crudo
de arroz.
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CaPITULO 1

Separacion de acidos grasos insaturados totales desde aceite crudo de arroz

En el siguiente diagrama se muestra la metodologia para la separacion de 4cidos gra-
sos insaturados totales desde aceite crudo de arroz (grafica 4).

Pesar 100 mg de aceite crudo Adicionar 50 mg de Adicionar 2 ml de o Llevara 160 °C
en un tubo de ensayo lentejas de KOH dietilenglicol (10 min)
Extraer con 1 ml de Adicionar 4 gotas de HCL Adicionar 3 ml de Dejar enfriar hasta
hexano (3 veces) concentracion agua (destilada) temperatura ambiente

|

Llevar con solucién
saturada de NaCL (1 >
ml)

Filtrar a través de 5g de Na,SO, »| Evaporar al vacio para »| Adicionarun 1 mlde
anhidrido (500 mg). retirar solvente metanol

I

Llevar a vial de 1,5 ml
con tapay septa
teflon

Microfiltrar antes de
analizar por HPLC

Grafica 4. Metodologia de separacion de acidos grasos insaturados totales (oléico, linoléico y
linolénico) desde aceite crudo de arroz.

Materiales y reactivos para un ensayo (3 muestras)
1 balanza analitica (minimo 3 decimales)

1 Aparato de digestion o calentamiento controlado
1 evaporador rotatorio

1 probeta de 10 mL

* 3 embudos de separacién de 100 mL

* 3 balones fondo redondo de 100 mL con boca ES 29/32, con tapa y clip
* 6 tubos de ensayo 16x250

* 3 pinzas para refrigerante con nuez

* 1 microfiltro de 0,22 pm con jeringa

* 3 embudos pequefios con vastago largo

* 4 vasos de precipitados de 50 mL

* 3 viales ambar de 1,5 mL con tapa y septa de teflén
* 3 pipetas pasteur (o0 seroldgicas)

1 micropipeta de 1000 - 5000 pL y 5 tips

1 gradilla (bien estable)

* 1 microespatula

17
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* Aceite crudo de SA 500 mg

* KOH R.A. en lentejas 200 mg

* Dietilenglicol R.A. 10 mL

e Agua destilada 12 mL

e HCI concentrado R.A. 10 mL

* Hexano R.A.5mL

e Solucién saturada de NaCl 5 mL
* Sulfato de sodio anhidro R.A. 3 g
* Lana extraida con hexano 2 g

e Metanol HPLC 10 mL

Separacion de acidos grasos insaturados libres desde aceite crudo de arroz

La siguiente grafica muestra la metodologia para la separacion de acidos grasos insa-
turados libres desde aceite crudo de arroz (grafica 5).

Pesar 100 mg de aceite Adicionar 3 ml de solucién Adicionar 1 ml de .
| N .| Centrifugar a 6.300
crudo en un tubo para KOH al 1% y mezclar en hexano y mezclar en > -
- . rpm durante 5 min
centrifuga de 15 ml vortex durante 1 min vortex
Lavar con solucién - Extraer con 1 ml de hexano Adicionar 4 gotas de Retirtar hexano y
saturada de NaCl (1 ml) (tres veces) HCl concentrado porcién aleosa

A

Filtrar a través de Na,SO,
anhidrido >
(500 mg)

Evaporar al vacio .| Adicionar 1 ml de metanoly Microfiltrar antes de
para retirar solvente llevar a vial de 1,5 ml analizar por HPLC

Grafica 5. Metodologia de separacion de acidos grasos insaturados libres (oléico, linoléico y
linolénico) desde aceite crudo de arroz.

Materiales y reactivos para un ensayo (3 muestras)
* 1 balanza analitica (minimo 3 decimales)
* 1 equipo de centrifugacion
* 1 evaporador rotatorio
* 1 mezclador de contacto (vortex)
3 embudos de separacion de 100 mL
3 balones fondo redondo de 100 mL con boca ES 29/32, con tapa y clip
3 tubos para centrifuga de 15 mL con tapa
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* 3 tubos para centrifuga de 50 mL

* 3 tubos de ensayo 16x250

* 3 pinzas para refrigerante con nuez

* 1 microfiltro de 0,22 pm con jeringa

* 4 vasos de precipitados de 50 mL

* 3 embudos pequefios con vastago largo
* 3 viales ambar de 1,5 mL con tapa y septa de teflon
» 3 pipetas pasteur (o0 seroldgicas)

* 1 micropipeta de 1000 pL y 5 tips

* 1 gradilla (bien estable)

* 1 microespatula

* Aceite crudo de SA 500 mg

e KOHal 1% 12 mL

e HCI concentrado R.A. 10 mL

* Hexano R.A. 10 mL

e Solucién saturada de NaCl 5 mL

e Sulfato de sédio anhidro R.A. 3 g

* Lana extraida con hexano 2 g

* Metanol HPLC 10 mL

Condiciones cromatograficas | para cuantificacion de tocoferoles, tocotrienoles
y v - orizanol
1. Método de separacion: cromatografia liquida de alta eficiencia - HPLC

a) Bomba cuaternaria con desgasificaciéon LaChrom L — 7100 de Merck — Hi-
tachi.

b) Horno de columna MetaTherm de Varian, programado a 35 °C.
c) Columna cromatografica, RP C - 18, 150 x 4,6 mm, tamafio 5um.
d) Flujo de 1 mL/min. Gradiente de elucion (tabla 1).

Tabla 1. Gradiente de elucién para la cuantificacion de antioxidantes.

TIEMPO (min) % METANOL % ACETONITRILO
0 50 50
5 50 50
6 100 0
15 100 0
17 50 50
30 50 50
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2. Deteccion:

a) Tocoferoles y tocotrienoles por fluorescencia, con excitacién a 296 nm,
emision a 330 nm y tiempo de encendido del detector de 20 minutos. De-
tector Agilent 1100 series.

b) y - orizanol por U.V. a 325 nm. Detector LaChrom L — 7400 de Merck — Hi-
tachi.

3. Adquisicion de datos:

a) Software Galaxie version 1.9.302.530 con mddulo interfase Star 800 de
Varian.

4. Cantidad de muestra 20 pL, tiempo de analisis 30 minutos.

Condiciones cromatograficas Il para cuantificacion de tocoferoles, tocotrieno-
lesy vy - orizanol
1. Método de separacion: cromatografia liquida de alta eficiencia — HPLC

a) Bomba cuaternaria con desgasificacion LaChrom L — 7100 de Merck — Hi-
tachi.

b) Horno de columna MetaTherm de Varian, programado a 35 °C.

c) Columna cromatografica, CHROMOLITH C18e performance monolitica,
150 x 4,6 mm, tamano 2pm.

d) Flujo de 1 mL/min. Gradiente de elucion (tabla 2).

Tabla 2. Gradiente de elucion para la cuantificacion de antioxidantes.

TIEMPO (min) % METANOL % ACETONITRILO % AGUA
0 17 76 7
6 17 76 7
7 95 5 0
16 95 5 0
17 17 76 7
20 17 76 7

2. Deteccioén:

a) Tocoferoles y tocotrienoles por fluorescencia, con excitacion a 296 nm,
emision a 330 nm y tiempo de encendido del detector de 15 minutos. De-
tector Agilent 1100 series.

b) v - orizanol por U.V. a 325 nm. Detector LaChrom L — 7400 de Merck — Hi-
tachi.
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3. Adquisicion de datos:

a) Software Galaxie version 1.9.302.530 con mddulo interfase Star 800 de
Varian.

4. Cantidad de muestra 20 pL, tiempo de analisis 20 minutos.

Condiciones cromatograficas | para cuantificaciéon de acidos grasos
insaturados (oléico, linoléico y linolénico) libres y totales

1. Método de separacion: cromatografia liquida de alta eficiencia - HPLC

a) Bomba cuaternaria con desgasificacion LaChrom L — 7100 de Merck — Hi-
tachi.

b) Horno de columna MetaTherm de Varian, programado a 35 °C.
c) Columna cromatografica, RP C - 18, 150 x 4,6 mm, tamafno 5pym.
d) Flujo de 1 mL/min. Elusién isocratica con mezcla Acetonitrilo — Acido Acé-
tico* (98:2)
*La concentracion del acido acético es del 1% en agua
2. Deteccion:
a) Detector LaChrom L — 7400 de Merck — Hitachi y Longitud de onda 201 nm
(U.V).
3. Adquisicion de datos:
a) Software Galaxie version 1.9.302.530 con mddulo interfase Star 800 de
Varian.

4. Cantidad de muestra 20 pL, tiempo de analisis 15 minutos.

Condiciones cromatograficas Il para cuantificacion de acidos grasos
insaturados (oléico, linoléico y linolénico) libres y totales

1. Método de separacion: cromatografia liquida de alta eficiencia - HPLC

a) Bomba cuaternaria con desgasificacién LaChrom L — 7100 de Merck — Hi-
tachi.

b) Horno de columna MetaTherm de Varian, programado a 35 °C.

c) Columna cromatografica, CHROMOLITH C18e performance monolitica,
150 x 4,6 mm, tamano 2pm.

d) Flujo de 1 mL/min. Elusién isocratica con mezcla Acetonitrilo - Agua - Aci-
do Acético* (90:4:6).

*La concentracion del 4cido acético es del 1% en agua.
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2. Deteccion:

a) Detector LaChrom L — 7400 de Merck — Hitachi y Longitud de onda 201 nm
(U.V).

3. Adquisicion de datos:

a) Software Galaxie version 1.9.302.530 con modulo interfase Star 800 de
Varian.

4. Cantidad de muestra 20 pL, tiempo de analisis 10 minutos.

Cromatoégrafo HPLC. Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano

Curvas de calibracion para tocoferoles, tocotrienoles y y-orizanol

Abreviaturas
Conc.: concentracion.
FD: factor de dilucion.

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiencia.
N: nivel.

V: volumen.

1. Curva de calibracion tocoferol y tocotrienoles.

a) Concentraciones propuestas para los niveles de la curva de calibracion de
tocoferol y tocotrienoles (tabla 3).
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Tabla 3. Concentraciones de los niveles en la curva de calibracion.

. Concentracion (ug /ml)
Patrén
N5 N4 N3 N2 N1
S-tocotrienol 16,8 8,4 4,2 2,1 1,3
a-tocotrienol 30,3 15,2 7,6 3,8 2,4
a-tocoferol 23,3 11,7 5,8 2,9 1,9

b) Preparacion curva de calibracion.

v’ Preparar una solucién stock de concentracién 20 mg/L de Tocomin, disuelto en
isopropanol HPLC. Agitar hasta disolver. Almacenar a -20 °C.

v A partir de la solucién stock, preparar los niveles de las diferentes concentracio-
nes de la siguiente manera (grafica 6):

N5—Tomar 12 yL de la solucién stock de Tocomin (preparada por Ruben) y afadir 288 ulL de
isopropanol HPLC (Volumen total 300 pL).

N4—Tomar 100 plL de la solucion N5 y anadir 100 pL de isopropanol HPLC (Volumen total 200 ul).
N3—Tomar 50 pL de la solucion N5y anadir 150 ulL de isopropanol HPLC (Volumen total 200 ul).
N2—Tomar 25 pL de la solucién N5y anadir 175 ulL de isopropanol HPLC (Volumen total 200 pL).
N1—Tomar 16 plL de la solucion N5y anadir 184 ulL de isopropanol HPLC (Volumen total 200 ul).

Todos los niveles se preparan con isopropanol HPLC.

En la siguiente grafica se ejemplifica la preparacidén de los niveles mencionados (gra-

fica 6).
8 200 pL
isopropanol

]

FD,==-=123 200 pL
isopropanol

12 ul. 200 pL ==
/—\ isopropanol B

: 200 plL =
Tocomin 300 pL isopropanol
Stock Rubén isopropanol

Grafica 6. Preparacién curva de calibracién tocoferol y tocotrienoles.

300 puL
isopropanol
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v Recalcular la concentracién de d-tocotrienol, a-tocotrienol y a-tocoferol en
N5 preparado, como se muestra a continuacion para cada una de los com-

puestos:

Conc. 5 — tocotrienol . Area N5
onc.§ — tocotrieno mL) = ————

(ng/mL) = ——-2
T — . _ AreaN5
onc. ocotrienol (ug/mL) = 16294
Conc. % —tocoferol o Area N5

onc. ocoferol (ug/mL) = 81284

v" A partir de la concentracion de los compuestos en el N5, calcular el conte-
nido de 6-tocotrienol, a-tocotrienol y a-tocoferol en cada uno de los niveles
como se muestra a continuacion:

{’
Conc. a — tocotrienol N4 (ug/mL) = %{ugﬂn[‘)

4

Conc. N5 (ug/mL)

N4 < Conc.a — tocotrienol N4 (ug/mL) = o4

Conc. N5 (pg/mL)
FD 4

Conc. o — tocoferol N4 (pg/mL) =

Conc.N5 (pg/mL)

-
Conc. a — tocotrienol N3 (pug/mL) = o

N3 < Conc.a — tocotrienol N3 (ug/mL) = %(apglml.}

Conc. N5 (pg/mL)
FD s

Conc. o — tocoferol N3 (pg/mL) =

Conc.N5 (pg/mL)

-
Conc. a — tocotrienol N2 (pg/mL) = D,
N2 { Conc.a — tocotrienol N2 (ug/mL) = %&“g/mu

Conc.N5 L
Conc. o — tocoferol N2 (pg/mL) = Sencil g e

. FD 2
-
Conc. o — tocotrienol N1 (pg/mL) = %(lug/mb

Conc. N5 (ug/mL)

N1 < Conc. a-tocotrienol N3 (ug/mL) = =R

Conc. N5 (pg/mL)
FD1

Conc. o — tocoferol N1 (pg/mlL) =
\
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Los valores de los factores de dilucién (FD) para cada uno de los niveles se encuen-
tran en la Gréfica 6.

2. Curva de calibracién y-orizanol

a) Concentraciones propuestas para los niveles de la curva de calibracién de
y-orizanol (tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones de los niveles en la curva de calibracion.

5 Concentracion (ug /ml)
Patron
Stock N5 N4 N3 N2 N1
y-orizanol 2790 1395 698 349 174 87

b) Preparacion curva de calibracion.

v" Preparar una solucién stock de concentracion 2790 pg /mL de y-orizanol, de la
siguiente manera:

Pesar 0,0279 gramos del estandar de y-orizanol, y disolver en 10 mL de
isopropanol HPLC. Agitar hasta disolver todo el solido. Almacenar a -20 °C.

v Recalcular la concentracion de la solucién stock de y-orizanol preparada con el
peso obtenido:

Pesoy — orizanol (g)  1000(mg) 1000 (pg)
Volumen solucion (mL) 1(g) 1 (mg)

Conc.y — orizanol (ug/mL) =

v’ A partir de la solucion stock, preparar los niveles de las diferentes concentracio-
nes, como se describe a continuacién (grafica 7):

N5—Tomar 100 pl de la solucion stock de y-orizanol y anadir 100 uL de isopropanol HPLC
(Volumen total 200 pl).

N4—Tomar 100 pl de la solucién N5 de y-orizanol y anadir 100 pL de isopropanol HPLC (Volumen
total 200 pl).

N3—Tomar 100 pl de la solucion N4 de y-orizanol y afadir 100 pl de isopropanol HPLC (Volumen
total 200 pl).

N2—Tomar 100 pl de la solucion N3 de y-orizanol y afadir 100 pl de isopropanol HPLC (Volumen
total 200 pl).

N1—Tomar 100 ul de la solucion N2 de y-orizanol 'y anadir 100 pl de isopropanol HPLC (Volumen
total 200 pl).
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Todos los niveles se preparan con isopropanol HPLC.

A continuacién se ejemplifica la preparacion de los niveles para la curva de calibracion
del y-orizanol (gréafica 7).

10mL 200 pl 200 L 200 pL 200 pL 200 uL
Stock y-Orizanol isopropanol isopropanol isopropancl isopropanol isopropanol

Grafica 7. Esquema de preparacién de la curva de calibracién y-orizanol.
Recalcular la concentracién de todos los niveles preparados de y-orizanol:

Los valores de los factores de dilucion (FD) para cada uno de los niveles se encuen-
tran en la grafica 7.

Conc. Stock(ug/mL)
FDs

Conc.y — orizanol N5 (pg/mL) =

Conc. N5(pg/mL)
FD 4

Conc.y — orizanol N4 (ug/mL) =

Conc. N4(pg/mL)
FD 3

Conc.y — orizanol N3 (ug/mL) =

Conc.N3(pug/mL)
FD2

Conc.y — orizanol N2 (ug/mL) =

Conc.N2(pg/mL)
FD1

Conc.y — orizanol N1 (ug/mL) =

CONCLUSIONES

Se logro separar y cuantificar los antioxidantes y acidos grasos de interés, utilizando
metodologias por HPLC.
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