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1. INTRODUCCION

Basé&ndose en la posibilidad de contar con un frutal de nuez con altos indices de
productividad y calidad de nueces, Gevuin (Gevuina avellana Mol.) especie nativa de
nuestro pais, ha sido estudiada durante los Gltimos 20 afios a través de un programa de
“Mejoramiento Genético y Productivo en Gevuina avellana Mol.” en la Universidad
Austral de Chile, en funcion de las condiciones particulares de clima y suelo en un vasto
territorio del sur de Chile, con la finalidad de poder posicionar a esta especie tanto a

nivel nacional como internacional.

Una de las lineas principales de investigacion del programa mencionado, es el
mejoramiento genético en funcion de su composicién quimica, para objetivos
nutricionales y fitoterapéuticos. Se ha estudiado la composicion quimica y mineraldgica
de las nueces, asi como también el contenido de aceite y la composicion de acidos
grasos constituyentes de la fraccion lipidica de la nuez de clones seleccionados (MEDEL
y MEDEL, 2000, MEDEL, et al 2003 y MEDEL y CARRILLO 2005).

La evaluacion de componentes vitaminicos tales como tocoferoles y
tocotrienoles (componentes de la vitamina E), permitird completar los estudios
realizados de la linea de investigacion antes sefialada para la seleccion clonal,
considerando ademas la importancia que esta adquiriendo esta vitamina en particular,
por su reconocida propiedad antioxidante, la cual tendria un efecto benéfico en la
prevencion de enfermedades como el cancer, arteriosclerosis, Ahlzairmer, Parkison y
desordenes en procesos de envejecimiento, producidos generalmente por el estrés

oxidativo del organismo.

Recientemente se ha demostrado que esta propiedad se debe no sélo a una

fraccion de la vitamina, o—tocoferol, sino que al conjunto de todas las fracciones que la



componen y en situaciones particulares, las otras fracciones como tocotrienoles tendrian

mayor efecto que la antes mencionadas.

Se ha sefialado que el aceite de Gevuin presenta ambas fracciones de la
vitamina E, destacando el contenido de o—tocotrienol, lo cual lo convierte en un caso
particular entre los frutales de nuez, no siendo frecuente encontrar un alto contenido de

esta fraccion en ellos.

Con estos antecedentes, la hipotesis que se planted para este estudio fue que
existen diferencias entre los clones estudiados en cuanto al contenido de tocoferoles y
tocotrienoles (componentes de la vitamina E), presentes en el aceite de avellana chilena

de selecciones clonales.

Por lo tanto el objetivo general fue determinar y evaluar el contenido de
tocoferoles y tocotrienoles en el aceite de avellana de los clones seleccionados, a efectos

de contribuir al proceso de seleccion de material genético.

Los objetivos especificos dados para este estudio, por lo tanto fueron los

siguientes:

. Caracterizar las distintas fracciones de la vitamina E que forman parte del aceite
de nuez de avellana chilena.

. Determinar el contenido de las fracciones «a-, B-, y- y &- tocoferoles y -
tocotrienoles presente en este aceite.

. Evaluar las diferencias de contenidos de tocoferoles y tocotrienoles entre las
distintas selecciones clonales.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1  Gevuina avellana Mol. (Gevuin, avellano chileno).

Gevuin, pertenece a la familia Protedceas, las cuales son plantas lefiosas propias
de los paises tropicales y subtropicales del Hemisferio Austral. Tienen representantes en
Africa del Sur, América del Sur y Australia. (RODRIGUEZ et al, 1983 y MEDEL vy
MEDEL, 2000)

Una de las caracteristicas mas importante de esta familia, es la presencia de las
raices proteiformes, que son unos conglomerados de raicillas, con abundantes pelos
radicales dispuestos en torno a un eje (GRINBERGS et al. 1986).

Su nombre cientifico esta compuesto por Gevuina, que es una palabra
proveniente del mapuche Gevuin que significa “hermosa flor” y avellana es el nombre
vulgar dado por colonizadores espafioles por la similitud del fruto al de avellano europeo
(Corylus avellana) (NUESTRA TIERRA, 1990 y HOFFMANN, 1991).

Algunos nombres comunes por los cuales puede ser conocida, son “Gevuin”,
“Gevuina”, “Neufén” o “Nefu” (MUNOZ, 1956), ademas de “Chilean Hazelnut”, “Chile
hazel” y “Chile nut” (MEDEL y MEDEL, 2000).

Es una especie endémica y género monotipico de los bosques subantarticos de
Chile, el arbol puede llegar hasta 20 m de alto con 60 cm. de diametro (DONOSO, s.f.,
MUNOZ, 1956, HOFFMANN, 1991, RODRIGUEZ et al., 1995 y MEDEL et al 2003)

Su distribucién geografica, esta restringida entre los paralelos 35° y 44° latitud
sur de Chile desde el rio Tenoy Mataquito hasta las islas de las Guaitecas, abarcando un
amplio territorio (DONOSO, 1978 y MEDEL y MEDEL, 2000).



2.2  Caracteristicas del fruto.

El fruto corresponde a una nuez drupacea lefiosa indehiscente de forma
redondeada con el apice algo protuberante con un diametro promedio de 1,8 cm. y un
peso promedio de 2 g por fruto. Su color cambia segun el grado de madurez que
represente, variando de verde a negro, pasando por los tonos rojo, marrén y violeta
(MUNOZ, 1956; NAVAS, 1976; MUNOZ, 1980, HOFFMANN, 1982 y RODRIGUEZ
et al, 1983).

Este, esta conformado por el pericarpio, cuticula y los cotiledones, KARMELIC
(1982) sefiala que la nuez de Gevuin esta compuesta en 34,7% por los cotiledones y un
65, 3% por cuticula y pericarpio, lo que difiere con (LOPEZ, 1988) el cual indica que
existe una proporcién aproximada de 72% entre la cascara y la cuticula y el 28% restante
corresponde a los cotiledones. Al respecto MEDEL (2001), indico una proporcion de

pericarpio 62% y de cotiledones de 38%.

Su semilla es redonda, ligeramente arrugada, que se separa en dos cotiledones
los cuales son comestibles, de color blanquecino y se presentan cubiertos por una
cuticula de color violaceo oscuro. Su diametro fluctda en un rango de 1,0 — 1,4 cm.
(MUNOZ, 1980, RODRIGUEZ et al., 1983. HOFFMANN, 1991).

La nuez presenta una céascara o pericarpio lefioso que mide alrededor de 3 mm.
de ancho y es relativamente flexible y taninoso. (MUNOZ, 1980; RODRIGUEZ et al.,
1983 y MEDEL, 2001).

2.3 Utilizacion del fruto

Este y en especial la semilla presenta gran potencialidad, pero su utilizacion
tradicionalmente se ha enfocado al tostado de esta para el consumo directo o bien para
uso en confiteria, pasteleria o salada para cocteleria (KARMELIC, 1982 y MEDEL,
1987).



2.3.1 Consumo humano. Algunos de los productos elaborados a partir de avellanas se
pueden encontrar desde sucedaneo de café utilizado como bebida hasta harina de
avellana entera o desgrasada que puede ser empleada en confiteria, pasteleria, alimentos
infantiles o alimentacién animal (KARMELIC, 1982 y MEDEL y MEDEL 2000).

Otro posible uso para el fruto de Gevuin es “mantequilla”, elaborada con una
sencillo procedimiento, siendo su composicion comparable a la mantequilla de mani y

del todo aceptable para el consumo humano (CIREDE, 1972).

En la actualidad la investigacion esta abocada a describir nuevas aptitudes
existentes en Gevuin, enfocados principalmente en potencial uso agroindustrial lo
constituya la obtencion de aceite de avellanas para consumo, uso cosmetolégico o
farmacéutico (BERTOLI et al 1998 y MEDEL Y MEDEL, 2000).

2.3.2 Alimentacion animal. El alto contenido proteico y energético, con un 12,5% y
47% respectivamente, convierten al fruto en una atractiva fuente de alimento animal
(MENDEZ; 1981 y VOULLIEME, 1982).

KARMELIC (1982), concuerda con los autores anteriores sugiriendo que la nuez
debe ser pelada y sin tostar para constituir una buena alternativa en la alimentacion
animal. También sugiere que de la extraccion de aceite, se obtiene como subproducto
harina desgrasada de avellana. La cual contiene un 23,6% de proteina bruta, 17.2% de
fibra cruda y 52.9% de hidratos de carbono (Extracto No Nitrogenado, E.N.N.), lo que lo
hace factible de utilizar.

2.4  Composicion quimica y nutricional del fruto.
La parte comestible del fruto, esta conformado basicamente por dos cotiledones y

se caracteriza por presentar un sabor muy apreciado, poseen un gran valor alimenticio y



caldrico, destacando entre otras caracteristicas su contenido de proteinas (KARMELIC,
1982 y MEDEL y MEDEL, 2000).

El Cuadro 1 presenta la composicion quimica y nutricional evaluada en la
seleccion clonal perteneciente al programa de mejoramiento informado por MEDEL
(2005), estos valores concuerdan con lo presentado por KARMELIC (1982), el que
destaca el contenido de proteinas (12,1 - 12,4 %), lipidos (47,7 — 49,3%), fibras (3,6 —
4,9%) y carbohidratos (20,0 a 20,5%). Esto permite afirmar que dispone de un buen
recurso nutricional (CACERES et al., 1982).

CUADRO 1 Composicion quimica del fruto de avellano (por 100g).

Composicion Rango Clonal
Agua (9) 19-23
Proteina (9) 10.90 - 14.40
Lipidos (9) 45.2 -55.2
Carbohidratos (9) 19.60 — 25.70
Fibra Cruda (9) 2.80-6.19
Cenizas (9) 2.80-4.12
Calorias (cal) 535 - 680
Minerales
Potasio (mg) 391 - 528
Calcio (mg) 196 — 222
Fésforo (mg) 71-114
Magnesio (mg) 65— 93
Manganeso (mg) 2.08 -5.42
Fierro (mg) 1.61-6.20
Zinc (mg) 1.31-2.00
Cobre (mg) 0.28 - 0.47

FUENTE: Adaptado de MEDEL, (2005)

Gevuin, presenta un mayor contenido en pardmetros tan importante como
proteina, fibra, potasio y calcio en comparacion con macadamia, sin embargo, esta
ultima, posee un mayor contenido de lipidos y fdsforo, a su vez el avellano europeo
posee mayor contenido de lipidos y valores semejante en el contenido de proteinas y
calcio que Gevuin segun lo sefialado por VALDIVIA (2003).



Cabe mencionar que segun lo sefialado por MARTINEZ, (2001) vy
VILLARROEL et al. (1987), en el contenido de aminoacidos en la harina desgrasada de
Gevuin se encontraron altos contenidos de acido glutamico, aspartico y arginina, siendo

el aminoacido limitante la lisina.

Finalmente, MEDEL (2005) sefiala que los clones de Gevuin presentan una alta
variabilidad y claras diferencias entre los ellos, excepto en el calcio como se puede
apreciar en el Cuadro 1. Entre los valores proximales mas importantes, esté el contenido
total de aceite (45,2 hasta 55,2%), energia (535 a 680 cal) y proteina cruda (10,9 a
14,4%).

2.5  Contenido de acidos grasos en el aceite de Gevuin.

La composicion de acidos grasos en el aceite de Gevuin se presenta en el Cuadro
2, una caracteristica destacable es que posee un menor contenido de acidos grasos
saturados que los aceites comestibles comerciales, destacando alto contenido de
monoinsaturados sobre el 80%, destacandose el oleico y palmitoleico, sumado el
contenido de acidos grasos esenciales como lo son linoleico y linolénico, lo que le
atribuye propiedades de interés para la industria de aceites comestibles (BERTOLI et al
1998, MEDEL y MEDEL, 2000 y MEDEL y CARRILLO 2005).

El contenido de acido palmitoleico (sobre el 21%) en el aceite de Gevuin, ha
tomando importancia en la industria cosmetoldgica, ya que esta caracteristica permitiria
su utilizacion en filtros solares por su propiedad de absorber las radiaciones bajas del
espectro UV, eliminando las que producen eritemas en la piel permitiendo el paso de

aquellas que producen un bronceado sin dafio para la misma (MEDEL et al 2003).



CUADRO 2. Acidos grasos contenidos en el aceite de Gevuina avellana Mol.

Proporcion (%)

Acido Graso (1) (2) (3)
C10:0 Céprico - - 0.01-0.09
Ci2 Ladrico - - 0.03-0.09
Ci4:0 Miristico - 0.06 - 0.40 0.05-0.07
Ci6:0 Palmitico 1.9 2.01-2.39 1.89-2.18
Cig0 Estearico 0.5 0.51-0.82 0.42 -0.56
C,o:0 Eicosanoico 1.4 1.53-1.94 1.30-1.58
C,1.0 Heneicosanoico - - 0.02 -0.08
C,,.0 Docosanoico 2.2 1.49-2.93 2.20-3.38
C,3.0 Tricosanoico - - 0.01-0.04
Cos0 Tetracosanoico 0.5 0.38 - 0.47 0.47 -0.53
Total saturados 6.5 5.98 - 8.95 6.40 — 8.60
Ci4:1 Miristoleico - 0.02 0.04 - 0.06
Ci6:1 Palmitoleico 22.7 21.73-23.72 21.37-22.97

(Ci1a11)
C17:1 Heptadecenoico - - 0.03-0.06
(Cl7:1A 10)
Cis1 Oleico 39.4 (Cig:1 9) 40.38 — 43.68 40.00 - 42.64
6.2 (C18:1A 12) (ClS:lA 9)
C,o:1 Licosaenoico 3.1(Ca1a11) 7.99 —8.98 9.69 - 10.09
6.6 (C20:1415) - ;
C,,.1Docosaenico 7.9 (Ca1a17) 7.44 - 8.99 9.29-10.73
1.6 (Ca2:1219) 1.33-1.74 -
(C22:1A13)
C,4:1 Nervonico - - 0.01-0.03
Total Monoinsaturado 87.5 78.89 - 87.13 80.43 — 86.58
Cis:2(n-s) Linoleico 5.6 7.07 - 8.63 8.28 — 9.57
Cis:3(n-3) Linolénico 0.1 1.29-1.42 0.11-0.15
C,o:» Eicosadienoico - - 0.02-0.06
Total poliinsaturados 5.7 8.36 — 10.05 8.41-9.78

FUENTE: 1. BERTOLI et al, (1998)

2. Adaptado de CARRILLO (2004) y MEDEL y CARRILLO (2005).
3. Adaptado de JIL (2006).

Los clones de Gevuin, presentan diferencias significativas con respecto al
contenido del acido palmitoleico (Ci6:1) como lo sefiala MEDEL y CARRILLO (2005) y

JIL (2006), siendo el rango de variacién de 21,73 a 23,72 %, destacando una mayor



proporcion del isomero cis A **, seguido por cis A ?y en menor proporcién un isomero
no identificado. Esto ultimo tiene importancia, ya que se relaciona la posicion del doble
enlace en el isomero, con las propiedades quimicas y fisicas que se les atribuyen
(Niemayer, 1965y Weber et al 1997 citados por MEDEL y CARRILLO, 2005)

2.6  Vitaminas.

Las vitaminas son cuantitativamente los componentes minoritarios de los
alimentos, muchas de estas influyen en la naturaleza quimica de los alimentos al
comportarse como agentes reductores, secuestradores de radicales, reactantes en las

reacciones de pardeamiento y como precursor de sabor y aroma (FENNEMA, 2000).

Son consideradas sustancias organicas que deben obtenerse en pequefias
cantidades a partir del ambiente, porque los seres humanos no pueden sintetizarlas de
novo o su velocidad de sintesis es inadecuada para la conservacién de la salud. Es por
esto que desde el punto de vista nutritivo, son considerados micro nutrientes esenciales
(FENNEMA, 2000 y MARCUS y COULSTON, 2001).

Las vitaminas difieren mucho en cuanto a estructura y funcion, se clasifican en
dos grandes grupos, vitaminas hidrosolubles y vitaminas liposolubles, en las cuales se
diferencian segun el tipo de solubilidad (MARCUS y COULSTON, 2001 y BLANCO
2001)

2.6.1 Vitaminas hidrosolubles. Aquellas que solo se almacenan en el cuerpo en una
cantidad limitada y se requiere consumo frecuente para conservar la saturaciéon de
tejidos. Constituyen este grupo el complejo B y la vitamina C. (MARCUS vy
COULSTON, 2001y BLANCO, 2001).

Las fuentes naturales que aportan este tipo de vitaminas pueden ser de origen

animal (higado, carnes, pescado, lacteos y huevos) y vegetal (levaduras, cereales,
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legumbres, verduras verdes, frutos citricos y frutos secos). La vitamina B, y Bz se
pueden obtener de frutos secos y la vitamina C, sélo se indica como fuente natural de

origen vegetal, como los frutos citricos y verduras verdes (LICATA, 2006).

2.6.2 Vitaminas liposolubles. Pueden almacenarse en cantidades muy abundantes y
esta propiedad les confiere un potencial de toxicidad si se consumen en exceso. Estan
asociadas a los lipidos de los alimentos naturales e incluyen a las vitaminas A, D, Ky E
(MARCUS y COULSTON, 2001y BLANCO, 2001).

Estas vitaminas se encuentran en diversas fuentes naturales: de origen animal,
como higado, lacteos y huevos. De origen vegetal en frutas, verduras, legumbres, frutos
secos y aceites vegetales (BALL, 1988y LICATA, 2006).

En la actualidad se esta incentivando su 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,
(OLIVERAS, 2005), 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. (Quiles et al, 1999 citado por
OLIVERAS, 2005).

2.6.3 Vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles). Esta vitamina esta conformada por
ocho compuestos (tocoles), derivados de una estructura basica llamada tocol. Su
estructura consta de dos partes primarias, un anillo complejo cromano, con un hidroxilo
(6- hidroxicromano) y un larga cadena lateral de 16 carbonos constituidas por la unién
de tres unidades de isopreno saturado (Figura 1) (PITA, 1997 y BRAMLEY et al 2000).

Estos ocho tocoles se dividen en dos grupos fundamentales, cuatros tocoferoles
(a-, B-, y- y 6-) y cuatro tocotrienoles (a-, B-, y- y 8-) los que se diferencian en la

saturacion de la cadena lateral, los primeros tienen una cadena saturada y los segundos
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una insaturada con tres dobles enlaces (PITA, 1997; BRAMLEY et al 2000 y BLANCO,

2001), como se muestra en la Figura 1.

o-Tocopherol
B-Tocopherol
¥-Tocopherol
5-Tocopherol

@)

a-Tocotrenol
B-Tocotrienol
¥-Tocotrienol
&-Tocotrienol

(b)

FIGURA. 1 Estructura quimica de Tocoferoles (a) y Tocotrienoles (b)
FUENTE: CYBERLIPID CENTER (2004)

Los tocoferoles y tocotrienoles en su forma pura han sido descritos como
sustancias viscosas de color amarillo palido, que se descomponen féacilmente en
presencia de luz, oxigeno, pH alcalino y ciertas trazas de minerales como fierro (Fe **) y
cobre (Cu?"). Insolubles en agua, medianamente solubles en solventes orgénicos y en
aceites vegetales, se pueden aislar de la fraccion insaponificable de estos ultimos
(BALL, 1988, BRAMLEY et al 2000 y BLANCO, 2001).

El rol principal de la vitamina E es la inhibicion de los procesos de oxidacion de
lipidos en alimentos y sistemas biologicos. En las plantas son biosintetizados en los
cloroplastos, por lo que cumpliria una funcién clave en la proteccién del complejo
fotosintético y la proteccion de las semillas durante el almacenaje, la germinacion, y el
temprano desarrollo (SCHNEIDER, 2005).

Al igual que los otros antioxidantes lipidicos, actia como captador de radicales

libres, de manera que rompe la reaccién en cadena, generalmente al transferir su
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hidrogeno fendlico al radical libre, previniendo la peroxidacion de los lipidos
insaturados de las membranas celulares y sub - celulares (BALL, 1988, PITA 1997 y
SCHNEIDER, 2005).

Se ha sefialado que cada uno de los tocoles que conforman esta vitamina poseen
diferente actividad antioxidante, la cual decrece en el orden a.> 3 >y > §, al igual que su
potencial bioldgico. Considerando generalmente a o — tocoferol la forma mas
importante por ejercer una mayor actividad bioldgica (BALL, 1988, YOSHIDA et al
2003 y AKAIKE et al 2004).

Las diferencias que existirian entre los tocoles en cuando a su potencial como
vitamina E, ha llevado que su presencia en los alimentos sea expresada como
“Equivalentes de alfa-tocoferol” (ATE) puesto que éste se ha descrito con la mayor
actividad, para ello el resto de los tocoles se deben transformar a Equivalentes de alfa-
tocoferol, usando factores de conversion derivados de diferentes métodos ensayados
(SCHAKEL et al, 1997)

La formula mas utilizada para hacer esta conversion es la sefialada por
Mclaughlin y Weihrauch (1979) citado por SCHAKEL et al, (1997), que indica lo

siguiente:

ATE = (mg o - tocoferol * 1.0) + (mg B — tocoferol * 0.4) +
(mg y —tocoferol * 0.1) + (mg & — tocoferol * 0.01) +
(mg a — tocotrienol * 0.3) + (mg P — tocotrienol * 0.05) +

(mg y — tocotrienol * 0.01).

La conversion de Equivalentes de alfa-tocoferol a Unidades Internacionales (1U)
de vitamina E, se realiza por un factor de conversién 1.49 IU de vitamina E equivalen a
1.0 mg. de Equivalentes de alfa-tocoferol, segin “American Pharmaceutical
Association” (1975) citado por SCHAKEL et al, (1997).
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Los tocoferoles generalmente estan presentes en las nueces y aceites vegetales
comunes (de germen de trigo y girasol), en cambio los tocotrienoles se encuentran en
mayor concentracion, en cereales de granos (avena, cebada y centeno) y ciertos aceites
vegetales (aceite de palma y aceite de salvado de arroz) (Gombs, 1996 citado por
THERIAULT etal, 1999 y SCHWENKE, 2002).

2.6.3.1. Propiedades de la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles). Se ha considerado
como un antioxidante natural que reacciona con los radicales libres solubles en lipidos
de la membrana celular. Estos radicales libres son formados primeramente por el
organismo humano durante el metabolismo natural, y también por la exposicion a
factores medioambientales, tales como, el cigarrillo, el smog y contaminantes
(HIGDON, 2003).

La alteracion en el estado de equilibrio del sistema pro-oxidante y el antioxidante
en las células, es los que se conoce como estrés oxidativo. Un aumento en la
concentracion de los radicales libres, pueden dafiar de forma reversible o irreversible la
mayoria de los constituyentes de la células incluyendo &cidos nucleicos, proteinas,
aminoéacidos libres, lipidos y carbohidratos, lo que puede alterar la actividad celular a
nivel de membrana, metabolismo o de expresion génica (Droge, 2002 citado por
OLIVERAS, 2005).

Puntualmente se ha indicado que los tocoferoles protegen a las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) de la oxidacion, estas son las encargadas de transportar las grasas
por el torrente sanguineo desde el higado hacia los tejidos, la oxidacion de LDL puede
implicar el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (HIGDON, 2003, PITA, 1997,
MARCUS y COULSTON, 2001).

Ademas en estudios realizados con algunos modelos de animales la vitamina E
inhibe la formacién de nitrosaminas carcindgenas y modifica la aparicion de neoplasias

y la conducta de las mismas. Todavia no son claros los efectos de la ingestion de
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vitamina E sobre canceres en seres humanos, pero dietas con mayor contenido de
antioxidantes como A, C y E se han relacionado con menor incidencia de estas
enfermedades malignas (MARCUS y COULSTON, 2001).

Una de las primeras propiedades descritas para la vitamina E, es que seria
esencial para la reproduccion normal de mamiferos, con esa base se ha usado en clinicas
para tratar aborto recurrente e infertilidad en ambos sexos, siendo también utilizadas en
toxemia del embarazo, trastornos de la menstruacion, y sintomas de menopausia
(MARCUS y COULSTON, 2001)

2.6.4 Contenido vitaminico en distintos frutales nuez y en Gevuin. En las nueces el
contenido vitaminico es variable dependiendo de la especie que se trate, como se puede
apreciar en el Cuadro 3 presentando diferentes concentraciones de Tiamina, Riboflavina,
Niacina y vitamina A, siendo poco frecuente el contenido de vitamina C (SAVAGE,
2000). Uno de los aspectos importantes del contenido vitaminico de las nueces lo
constituye el nivel de vitamina E (MEDEL et al, 2003).

CUADRO 3. Contenido vitaminico de algunos frutales de nuez.

1

. . Almendra Avellano Nueces de  Macadamia . 3
Vitamina h 1-2 1-2 1-2 Gevuin
europeo Nogal

Tiamina (By) 024 0.46 067 034"

Riboflavina (B,) 092" 046" 0.67 034"

Niacina (Bs) 350" 090" 140" 130"

Ac. Pantotenico (Bs) 035" 092" 057" 0.60

Piridoxina (B) 013" 0.56 057" 036"

Vitamina C 0 6.30 " 130" 070"

Vitamina A 107 40" mn" - 2.20-3.20*
Vitamina E 2618 1519 2927 057 13.0-15.0*

FUENTE: Adaptado de "SAVAGE (2000), “USDA (2002) y °"MEDEL (2005)
* mg. /100g; ** (IU) Unidades Internacionales; ***mg. Alfa Tocoferol Equivalente (ATE)
/1009
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La composicion vitamina E, especificamente el nivel de tocoferoles y
tocotrienoles, difiere entre las distintas nueces, destacando la fraccion de tocoferoles,
particularmente de o — tocoferol y y - tocoferol en la mayoria de ellos (SAVAGE y
RUSSELL, 2003 y MAGUIRE et al, 2004). Gevuin, presenta la particularidad de poseer
un mayor contenido de tocotrienoles (BERTOLI et al, 1998), especialmente a —
tocotrienol (130 mg/kg), lo que la diferencia de la mayoria de los frutales de nuez, como

se muestra en el Cuadro 4.

CUADRO 4 Contenido de tocoferoles y tocotrienoles presente en aceite de Gevuin y

de cuatro frutales de nuez (mg/kg).

Almendras Avellanas Nueces de  Macadamia Gevuin'
2y3 europeas’”®*  nogal*¥? ly2
Tocoferol
a 151.8 339.9 23.3 0.9 0.4
] 3.1 11.2 4.6 *x
Y 60.3 45.0 290.7 0.6
o 2.7 41.6 4.3 **
Tocotrienol
a 27.8 130
] 13
Y 0.9
0 0.1
FUENTE: 'BERTOLI et al, (1998), “SAVAGE, (2000) y *SAVAGE y RUSSELL
(2003)

** Bajo limite de deteccion.

Se ha indicado que alto contenido de tocoferoles en especies como avellano
europeo Yy nueces de nogal contribuyen a la estabilidad de la nueces (fruto), a su vez en
Macadamia esta estabilidad estaria dada por la presencia de a — tocotrienol (DUTTA et
al, 2000).

El aceite de Gevuin presenta buena estabilidad oxidativa, esta podria estar

originada por el bajo contenido de é&cidos grasos poliinsaturados y la presencia



16

importante de tocotrienoles en el aceite (BERTOLI et al, 1998), al igual en Macadamia,
presenta una mejor estabilidad oxidativa aceite de cultivares que poseen un mayor nivel

de tocoferoles y tocotrienoles segun lo sefialado por (DUTTA et al, 2000).

La particularidad que presenta el aceite de Gevuin, un alto nivel de la fraccion de
tocotrienoles con respecto a los tocoferoles no se encuentra comdnmente en aceites
vegetales, dando un sello particular al aceite (Madhavi et al, 1996 citado por BERTOLI
et al, 1998).
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3. MATERIAL Y METODO

3.1 Ubicacién y época del estudio.

Las nueces de los clones de avellano chileno (Gevuina avellana Mol.)
seleccionados para este estudio, se cosecharon en los primeros 15 dias de marzo del afio
2006 en el arboretum frutal de la estacion experimental Santa Rosa de la Universidad
Austral de Chile ubicada entre los paralelos 39° 45°30"" latitud sur y los meridianos 73°
13"50"" y 73° 14’557, a una altura de 12 m.s.n.m.

La extraccion y un primer analisis de los aceites para este estudio se realizaron en
las instalaciones del Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad de Austral de Chile, en la ciudad de Valdivia en los meses de mayo a
julio del 2006.

Un segundo andlisis de los aceites se realiz6 en el Laboratorio de Ciencias de los
Alimentos y Tecnologia Quimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéutica

de la Universidad de Chile, en la ciudad de Santiago, en el mes Septiembre del 2006.

3.2  Material vegetal.

El primer analisis se realizd con nueces de Gevuin de siete clones de la serie
VAX, estos fueron el 01, 22, 23, 33, 34, 42, y 70, pertenecientes al programa de
mejoramiento genético y productivo de esta especie nativa.

El segundo analisis se realiz6 s6lo con seis clones de la serie VAX 01, 22, 33y
34, 53 y 64, pertenecientes al programa mencionado. Todos los clones de esta serie
destacan por sus altos indices de productivos bajo condiciones de secano, estrés hidrico
estival y baja fertilidad de suelo (MEDEL y MEDEL, 2000).



18

El clima del lugar donde crecieron estas plantas es templado-humedo con
influencia maritima presentando isotermas anuales de 11° y 12°C. Las precipitaciones
alcanzan como promedio 2.200 a 2.700 mm de agua caida en un periodo de 184 dias. El
suelo es trumao perteneciente a la serie Valdivia la cual se caracteriza por los altos
niveles de materia organica y pH subécidos (NISSEN, 1974; MEDEL, 1987 y MEDEL,
1988).

Su crecimiento fue de forma natural sin aplicacion de pesticidas, fertilizantes y ni
riego. No fueron sometidas a ningun tipo de manejo a excepcion de una siega del pasto
en el momento previo de la cosecha, la cual se realiz6 en forma manual desde el suelo.
La edad de las plantas seleccionadas era 19 afios (2006) al momento de la cosecha de los

frutos.

3.3 Procesamiento inicial de las nueces.

Las nueces fueron cosechadas en los primeros 15 dias de marzo del afio 2006,
que se mantuvieron en camara a 4°C, en la experimental Santa Rosa de la Universidad
Austral de Chile. Luego se tomaron muestras al azar de cada clon y fueron mantenidas

en bolsas de papel a temperatura 4°C, hasta el momento del procesamiento.

Se seleccionaron aproximadamente 100 frutos por cada clon, a los cuales se les
elimind el pericarpio, para obtener los cotiledones. Luego a estos ultimos fueron
picados, con una procesadora de alimento (Moulinex) para obtener particulas de 3 mm
aproximadamente, con el objetivo de obtener un deshidratado homogéneo de las
muestras con una humedad constante lo que facilita la extraccion de lipidos.

Antes de ser sometidas a deshidratado se les determiné contenido de materia seca
(%), de acuerdo método termogravimétrico, segin NCh 484 Of. 88 (INSTITUTO
NACIONAL DE NORMALIZACION, INN, 1988) para granos o semillas oleaginosas.
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Se sometieron proceso de deshidratado en horno de aire forzado por 24 horas a
60° C. Luego de este tratamiento se les determinG nuevamente materia seca (%), segun

norma antes mencionada, para corroborar si presentaba humedad homogénea.

3.3.1 Extraccion de Lipidos. Este procedimiento se realiz6 por el método SOXHLET,

de acuerdo a la NCh 485 Of. 88 (INN, 1999) para granos o semillas oleaginosas.

Se pesaron 5 g de muestra picada, las que se empaquetaron en papel filtro. Se
utiliz6 como solvente 65 mL de éter de petroleo. La muestra se introdujo en un extractor

Soxhlet, y se mantuvo la extraccion a reflujo durante 6 horas.

Posteriormente se realizd la destilacion del éter de petréleo, con equipo de
destilacién simple con manta calefactora a 40°C. Luego se les eliminé los residuos del

solvente, llevando a estufa por 15 minutos a 60°C.

Una vez que se elimind los restos de solvente, el aceite se almacend en frascos

ambar de 5 mL en refrigeracion a 4°C.

3.4  Determinacion tocoferoles y tocotrienoles.
Las determinaciones se realizaron en dos momentos y por dos sistemas analiticos
diferentes, la primera se realiz6 con un cromatografo de gas acoplado a un

espectrometro de masa (GC/MS) y la segunda en un equipo HPLC.

3.4.1 Determinacion de tocoferoles y tocotrienoles por GC/MS. La determinacion
se realizd, una vez extraidos y derivatizados' los tocoferoles y tocotrienoles de las
muestras de aceites siguiendo la metodologia de utilizada por SLOVER et al (1983),

adaptada a las condiciones del laboratorio.
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En cuanto a la validacion del método solo se pudo determinar selectividad,

linealidad y precision del método analitico para las condiciones existentes en laboratorio

(ANEXO 1, 2y 3), ya que el equipo GC/MS sufrié desperfectos y no se pudo concluir

de forma optima esta etapa.

Los equipos e instrumentos, reactivos y materiales utilizados fueron los

siguientes:

3.4.1.1 Equipos e instrumentos

Cromatdgrafo de gas marca Varian, modelo CP-3800, con columna capilar CP SIL 5
CB Low Beed / MS, acoplado a un espectréometro de masa marca Varian, modelo
SATURN 2200 MS/MS.

Balanza analitica de precision 0,0001 g.

Centrifuga, rango entre 1800 - 4200 r.p.m.

Agitador de tubos (Vortex), rango de 50 - 60 CY.

Freezer.

Refrigerador.

Barfio termorregulado, con temperatura de trabajo hasta 100°C.

3.4.1.2 Reactivos

Estandar de Referencia: Tocoferol Kit (o, B, v, 6) (Marca Merck).
Estandar de Referencia : Tocotrienol Kit (a, B, v, 6),(Marca Merck)
Estandar Interno: 5,7- dimetiltocol (Marca Matreya).
Butilhidroxianisol (BHA)

Pirogalol al 3% en etanol absoluto.

Hidroxido de Potasio (KOH), acuoso saturado.

Ciclohexano

Piridina.

! Derivatizacion, ver ANEXO 1
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e BSTFA + TMCS (99:1)
e Heptano

e Acetona

e Hexano

e Tolueno

e Agua Destilada sin gas.

3.4.1.3 Materiales

e Tubos de centrifuga de 10mL.

e Tubo con tapa rosca de 10mL.

e Frascos herméticos 2mL.

e Frascos ambar de 5mL.

e Pipetas plasticas de 3mL.

e Pipetas aforadas de 2, 3y 5mL.

e Micropipetas: capacidad 100 - 1000, 10 - 100y 2 - 20 uL.
e Puntas plasticas para micropipetas.
e Jeringa de 10 uL, marca Hamilton.
e Parafilm de 4 in x 125 ft

e Gas Nitrogeno estandar.

3.4.1.4 Preparacion de tocoferol -TMS y tocotrienol -TMS. Los estandares de referencia
como las muestras de aceite recibieron el mismo tratamiento, se les agregé el estandar
interno, se les realizo la saponificacion, la extraccion de la fraccion insaponificable y la
derivatizacion, segun lo descrito en SLOVER et al (1983) y adaptado a las condiciones

del Laboratorio de Fitoquimica.

Se pesaron 50 mg de aceite los cuales fueron colocados en tubos de centrifuga. A
estos se agregd 25 uL del estandar interno 5,7-dimetiltocol, en una concentracion de 4
pg/mL més 3,2 uL de BHA a una concentracion de 2000 pg/mL.
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El solvente fue removido con flujo de nitrogeno, proceso que se realizo en
presencia de calor en un bafio termorregulado a 45-50 °C. Una vez que fue removido
todo el solvente, los tubos se retiraron del calor y se les agregdé 2 mL de Pirogalol al 3%
en etanol absoluto y sin interrumpir el flujo de nitrégeno, se agregd 125 uL de KOH
acuoso saturado. Luego los tubos se sellaron rapidamente, de este punto en adelante los

tubos siempre fueron protegidos de la luz directa.

Luego las muestras se mezclaron vigorosamente en un Vortex por 5 segundos y
se calentaron por 8 min. en un bafio termorregulado a 80°C, los tubos fueron agitados en
tres tiempos, después de 1, 2 y 4 min. de calentamiento. Después de exactamente los 8

min., los tubos fueron retirados del calor y enfriados con agua por 15 segundos.

A los tubos se les agregd 5 mL ciclohexano y 3 mL de agua destilada sin gas, los
tubos fueron tapados y agitados vigorosamente, luego se centrifugaron a 3000 rpm por

5min.

La capa superior de ciclohexano fue transferida a segundo tubo, con tapa rosca
silanizado? de 10 mL. La fase acuosa inferior fue reextractada con 5 mL de

ciclohexano. Los dos extractos de ciclohexano fueron mezclados en el tubo silanizado.

Después se concentrd a ImL aproximadamente, con flujo de Nitrégeno, la mezcla
concentrada fue transferida a frascos herméticos silanizados de 2 mL en donde el resto

de ciclohexano fue removido llevando a sequedad.

Se agregaron 12.5 ulL de piridinay 12.5 uL de BSTFA + TMCS, se taparon y se
mezclaron completamente.
Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente por un minimo de 15 min.

Luego fueron almacenadas a 4 °C., para ser inyectadas al dia siguiente.

2 Silanizacion, ver ANEXO 2
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3.4.1.5 Condiciones de trabajo de cromatografo de gas mas espectrometro de masa
(GC/MS). Se inyectd 1,0 uL en forma manual del extracto derivatizado, siendo las

condiciones del equipo las que se detallan a continuacion.

Se utiliz6 una columna capilar CP-SIL 5 CB Low Bleed/MS (30 m de largo y 25
mm. de didmetro interno), gas de arrastre Helio (flujo del gas: 0.8mL/min.),

Temperatura de inyector: 240°C

Las temperaturas del horno de la columna utilizadas fueron las siguientes: al
inicio 230°C, se mantuvo por 5 min., luego se aumento a 240°C con tasa de incremento
de 2°C/min., nuevamente se aumento a 244°C con tasa de incremento de 0.5°C vy

finalmente se aumentd a 246°C con una tasa de incremento 1°C/min.

El detector del equipo es el espectrometro de masa con trampa de iones, Saturn
2200 GC/MS/MS, marca VARIAN. EIl encendido del filamento fue a los 8 min., el
rango de almacenamiento de masa fue de 70 a 510 (m/z), el modo de ionizacion es El
Auto (Impacto Electronico Automatico) con preparacion del ion SIS (Almacenamiento

Selectivo lones).

La preparacion de ion, SIS (Almacenamiento selectivo de iones), permite guardar
los iones que se necesitan para el andlisis en la trampa, lo que por ende, aumenta la
sensibilidad del equipo. Los rango iones utilizados en este estudio, se determinaron con
la ayuda de la libreria NIST/02 Mass Spectral Library, Varian, para los tocoferoles y
para tocotrienoles iones referenciales de MIRMIRA y EDWARD, (1972) y confirmados
con los estandares de referencia. Los rangos de iones utilizados fueron en el siguiente
orden: 73 (m/z), de 208 a 210(m/z), de 219 a 251(m/z), de 468 a 490(m/z) y de 501 a
505(m/z).

Las temperaturas del detector son las siguientes: linea de transferencia a 300 °C,
manifold a 80 °C y la trampa a 200 °C respectivamente.
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3.4.2 Determinacion de tocoferoles y tocotrienoles por HPLC. La segunda
determinacion se realizd segin la metodologia de AMERICAN OIL CHEMISTS'
SOCIETY (AOCS), Ce 8-89 (1993). Los equipos e instrumentos, reactivos y materiales

utilizados son los siguientes:

3.4.2.1 Equipos e instrumentos

e Sistema HPLC: Bomba Merck Hitachi E-6200, Detector de fluorescencia Merck
Hitachi F-1050 con longitud de onda de excitacion a 290 nm y longitud de onda de
emision de 330nm. Integrador Merck Hitachi D-2500. Columna Merck Superspher
Si 60 de 250mm*4um; Flujo 1.0 ml/min.

e Balanza analitica de precision 0,0001 g.

e Freezer

3.4.2.2 Reactivos

e Estandar de Referencia: Tocoferol Kit (a, B, v, 8), (Marca Merck).

e Estandar de Referencia : Tocotrienol Kit (a, B, v, 8),(Marca Merck)
e Hexano grado HPLC

e Isopropanol grado HPLC

e Fase Movil Hexano: Isopropanol (99.5:0.5)

3.4.2.3 Materiales

e Matraz esmerilado de 10 mL.
e Frascos ambar de de 10 mL.
e Pipetas Pasteur

e Jeringa de 100 uL, marca Hamilton.
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3.4.2.4 Preparacion de la muestra. Los estdndares de referencia de los tocoferoles y
tocotrienoles se preparan en una concentracion conocida, utilizando como solvente

hexano.

Se pesaron 100mg de aceite en un matraz esmerilado de 10mL, luego se aforo
con hexano, usado como solvente, hasta los 10mL. Esta preparacion se traspasd a
frascos ambar de 10 mL, para se conservadas en Frezzer hasta el momento de

inyeccion.

Se inyectan 60 pL, en condiciones del equipo descritas anteriormente.

3.5  Observaciones y determinaciones.
La presencia de tocoferoles y tocotrienoles en el aceite de los clones de Gevuin
seleccionados se evaluo por dos equipos distintos, por lo que el contenido de cada tocol

se obtuvo como se indica a continuacion segln ensayo al cual corresponda.

3.5.1 Contenido de tocoferoles y tocotrienoles por GC/MS. Para la identificacion y
cuantificacion de los o-, B-, y- y 8- tocoferoles (TMS) y a-, B-, y- Y &- tocotrienoles
(TMS) en las muestras de aceite utilizd el software del equipo MS Workstation
(VARIAN) version 6.5 (SP1).

La identificacion de cada uno de los tocoles se utilizd como referencia el tiempo
de retencion y la relacién en la abundancia de los iones de los espectros, estas
caracteristicas son especificas para cada uno de ellos, estos datos se presentan en Cuadro
5y ANEXO 3, los iones que se presentan en el cuadro se tomaron de los espectros
generados por los estandares adquiridos para el estudio y fueron confirmados con la
libreria NITS 02 (Mass Spectral Library) para los tocoferoles y con el estudio de
MIRMIRA y EDWARD(1972), para los tocotrienoles.
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CUADRO 5 Tiempo de retencién e lones referenciales para identificacion

tocoferoles y tocotrienoles por GC/MS

Analito Tiempo de lones Referenciales
Retencion (min.) (m/z)
a- tocoferol TMS 14.1 503.2 ; 504.0 ; 237.7 ; 236.8
B- tocoferol TMS 10.8 489.3 ; 490.1 ; 222.7 ; 223.7
y- tocoferol TMS 10.9 489.3 ; 490.1 ; 223.7 ; 222.7
d- tocoferol TMS 9.2 475.1 ; 475.9 ; 208.6 ; 209.5
a- tocotrienol TMS 17.3 497.2 ; 498.0 ; 237.8 ; 237.0
B- tocotrienol TMS 13.1 483.1 ; 484.0 ; 2235 ; 222.6
y- tocotrienol TMS 134 483.0 ; 223.5 ; 484.0 ; 222.5
d- tocotrienol TMS 11.1 468.9 ; 469.8 ; 249.5 ; 209.5
5,7- dimetiltocol (*EI) 12.6 489.3 ; 490.1 ; 223.7 ; 491.0

* El, estandar interno

La cuantificacion se realizé a partir de las curvas de calibracion para cada analito

utilizando para ello los estdndares de referencia y en caso un estdndar interno, 5,7-

dimetiltocol, las que permiten relacionar una determinada concentracion de cada tocol

(x) con la relacion area (kcount) bajo la curva (area de tocol / area del 5,7-dimetiltocol)

(y) ANEXO 4.

La referencia para los rangos de concentracion de las curvas de calibracion de

cada analito se tomo del estudio realizado por BERTOLLI, et al (1998). Los datos de

rango de la curva, la ecuacion de estas y sus R?, se presentan en Cuadro 6.
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CUADRO 6 Rangos de las curvas de calibracién (ppm), Ecuacién de la curvay R?,

para cuantificacion de tocoferoles y tocotrienoles por GC/MS.

Analito Rango Curva Ecuacion de curva R’
Calibracion
(ug/ml)

a- tocoferol TMS 0.15-24 y = 1.5416x + 0.0768 0.998098
B- tocoferol TMS 0.15-24 y =1.0180x — 0.0157 0.995545
y- tocoferol TMS 0.15-24 y = 1.1176x — 0.0066 0.997873
o- tocoferol TMS 0.15-24 y =1.6416x + 0.1223 0.996291
a- tocotrienol TMS 50 - 250 y =0.2966x — 1.4700 0.983396
B- tocotrienol TMS 0.15-24 y =0.3879x + 0.0459 0.982800
y- tocotrienol TMS 0.15-24 y =0.1776x + 0.0287 0.980656
o~ tocotrienol TMS 0.15-24 y = 0.5225x + 0.0287 0.976015
5,7- dimetiltocol (*EI) 4 ==

* El, estandar interno

Las concentraciones de cada analito se expresaran en mg/kg (ppm). El valor

entregado por el equipo se relaciona con el peso del aceite utilizado de cada muestra.

3.5.2 Contenido de tocoferoles y tocotrienoles por HPLC. Para cuantificacion de

tocoferoles y tocotrienoles por medio de este método se utilizd la siguiente formula:

cxaxV
C tocol
Axm
Donde: ¢ = concentracion del estdndar del tocol (ug/ml)

a = area del tocol en la muestra (mv*s)
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V = volumen de aforo (ml)
A= &rea del tocol estandar (mv*s)

m = peso de la muestra (g)

Las concentraciones de cada analito se expresaran en ug/g (ppm).

3.6  Disefo experimental y analisis estadistico.

El disefio experimental utilizado fue de tipo jerarquico, completamente al azar,
con 6 y 7 tratamientos (clones segln ensayo) y tres repeticiones por clon. Se constatd
la distribucion normal a través del test estadistico de normalidad de Kolmogorov -

Smirnov con un nivel de significancia de 5%.

Para comprobar la homogeneidad de las varianzas de los datos originados, se
realizd los test estadistico de Cochran’s (desviacion estandar), con un nivel de

significancia de 5%.

Posteriormente los datos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA)
y a una comparacion de medias a través del test Tukey DHS (p < 0,05) (LITLE, 1976).
Las pruebas estadisticas se realizaron con programa computacional Statgraphics 5.1.
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4, PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se presenta y se discuten a continuacion los resultados de los analisis realizados a
el aceite cotiledonar de las nueces de un total nueve clones de Gevuin para determinar el

contenido de tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E).

Con la informacion obtenida en los dos ensayos realizados en este estudio, se
analizan las diferencias entre clones y se comparan estos valores con los obtenidos en

trabajos previos y de otras especies frutales de nuez.

4.1  Antecedentes de la evaluacion realizada por GC/MS. La evaluacion realizada
por este sistema analitico, permitio caracterizar el aceite de los clones de Gevuin,
detectando tocoferoles y tocotrienoles en cada clon evaluado en este ensayo como se

puede apreciar en los cromatogramas en el ANEXO 6.

Como se indico, esta evaluacion se interrumpio por los desperfectos que presento

equipo GC/MS, los cuales que afectaban el funcionamiento 6ptimo de éste.

Ademas, en el caso puntual de a- y y — tocotrienol, las concentraciones de éstos
fueron superiores a la concentracion del punto mas alto de las curvas de calibracion
realizadas para este estudio, en los siete clones evaluados. En estos casos, se indica
como pasos a seguir, que los valores fuera de la curva no sean considerados, debiendo
modificar las curvas a las concentraciones necesarias 0 bien diluir las muestras y

analizar nuevamente.

Al no poder realizar las opciones indicadas por defectos en el equipo,
considerando ademas que los siete clones presentaron las mismas caracteristicas

mencionadas y que las siete muestras recibieron idénticas condiciones al ser preparadas
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e inyectadas en el equipo, se tomaron todos los datos entregados por el equipo a través
de las Unicas curvas existentes, para realizar la evaluacion del contenido y determinar las

posibles diferencias existentes entre los clones.

Con estos antecedentes, se decidid realizar una segunda determinacion de
tocoferoles y tocotrienoles solo en seis clones de Gevuin perteneciente al programa, por
medio del sistema analitico HPLC, que en ese momento fue el Unico disponible, los

resultados obtenidos en ambas determinaciones se presentan a continuacion.

4.2  Contenido Tocoles totales, determinado por GC/MS.

La informacién existente de determinaciones de tocoferoles y tocotrienoles
(vitamina E) en Gevuin es muy escasa. Ademas se debe sefialar que es impreciso el
origen de las nueces utilizadas en esos estudios y los procedimientos utilizados en la

determinacion analitica de laboratorio.

El contenido total de tocoles presente en cada muestra de aceite, esta conformado
por siete de los ocho tocoles constituyente de la vitamina E detectados en este estudio,
resultado similar a lo obtenido por BERTOLI et al (1998), quien sefiala que Gevuin

presenta los ocho vitameros en distintas proporciones.

En el Cuadro 7 se presenta el contenido total de tocoles de cada uno de siete
clones de Gevuin, ademas se indica las diferencias estadisticas entre los clones por la

variacion que presento el contenido total de tocoles.
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CUADRO 7 Contenido tocoles totales determinado por GC/MS (mg/kg).

Clon Total tocoles

01 537,31a
42 514,46 a
33 467,24 b
70 397,94 ¢
34 382,18 ¢
23 372,38 ¢
22 319,13 d
Media 427,23

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el
test de Tukey.

El contenido total de tocoles varié entre 319,44 mg/kg (clon 22) hasta 537,31
mg/kg (clon 01) presentando diferencias significativas entre los clones evaluados. El
contenido promedio de tocoles es de 426,61 mg/kg, el cual contrasta con el trabajo
realizado por BERTOLLI, et al (1998), donde valor total de tocoles sélo alcanzé a 133,3
mg/kg y con lo obtenido por ROMERO et al (2004), que presentd un total de tocoles de
156,0 mg/kg.

Ambos autores sefialan valores muy cercanos y a su vez menores al obtenido en
este estudio, es necesario mencionar que ambos trabajos no indican claramente el origen
de la nuez, en relacién a tipo de suelo y clima de donde provienen, edad de planta, el

tipo y tamafio de muestra y los procedimientos analiticos en cada caso.

La variacion clonal en el contenido total de tocoles en Gevuin (319,44 a 537,31
mg/kg) es similar a las diferencias en el contenido total encontradas en evaluaciones de
distintos cultivares de especies como avellanas europeas y nueces de nogal, en donde los
contenidos totales de tocoles varian en un rango de 314 a 613 mg/kg y de 429 a 505
mg/kg respectivamente (CREWS et al, 2005a y CREWS et al, 2005b).
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4.2.1 Tocoferoles totales determinados por GC/MS. El contenido total de
tocoferoles presento diferencias significativas entre los clones, las cuales se presentan en
el Cuadro 8, encontrandose este contenido en un rango de 0,82 mg/kg (clon 34) a 2,29
mg/kg (clon 42).

CUADRO 8 Contenido total de tocoferoles determinado por GC/MS (mg/kg).

Clon Total Tocoferoles

42 2.29 a

22 167 b

01 146 ¢

70 131 «cd

33 1.22 d

23 1.16 d

34 0.82 e
Media 1.42

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el
test de Tukey.

El contenido promedio de los siete clones evaluados es de 1,42 mg/kg, contenido
que se asemeja a lo obtenido por BERTOLI et al, (1998) que alcanz6 1,1 mg/kg.

Como se puede apreciar Gevuin posee un bajo contenido de tocoferoles lo que la
diferencia de otros frutales de nuez, como las avellanas europeas y las nueces de nogal,
en el primero se puede encontrar contenidos promedios de 186,01 a 206,01 mg/kg,
segun afio de evaluacion, como lo indica AMARAL et al (2006) en su estudio realizado
en Portugal y en el segundo los contenidos promedios pueden variar de 260 a 632
mg/kg, segun lo sefialado por CREWS et al (2005 b).

Gevuin tiene similitud con Macadamias, frutal de nuez que también pertenece a

la familia de las Proteaceas, la cual presenta bajos contenidos de tocoferoles, menores a
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5,9 ug/g segun lo sefialado por DUTTA et al (2000), pero estos son superiores a lo

registrado por Gevuin en este estudio.

El contenido total de tocoferoles para cada clon en este estudio, esta dado por la
presencia de o-, y- y 6- tocoferol como se indica en el Cuadro 9, estos contenidos no
superaron 1,02 mg/kg, aun asi para cada uno de ellos se presentaron diferencias

significativas entre los clones.

CUADRO 9 Contenido de tocoferoles por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Clon a —tocoferol p —tocoferol y —tocoferol o —tocoferol
* * *
01 0.66 nd 0.61 0.19
22 0.79 nd 0.79 0.09
23 0.64 nd 0.41 0.11
33 0.57 nd 0.58 0.07
34 0.44 nd 0.35 0.03
42 1.00 nd 1.02 0.27
70 0.73 nd 0.50 0.08

nd = no detectado.

* = existen diferencias estadisticas significativas (p < 0.05)

En este estudio, el compuesto B — tocoferol, no fue detectado en ninguna de las
muestras de aceite de los siete clones estudiados, segun lo sefialado por BERTOLI et al
(1998) la presencia de éste en el aceite de Gevuin se encontraria en cantidades menores a

0,05 mg/kg, siendo un tocol de muy baja presencia en este aceite.

4.2.1.1 « - tocoferol. En el Cuadro 10 se observa la presencia de variaciones entre los
clones en el contenido de este tocol, cuyo rango esta entre 0,44 mg/kg (clon 34) a 1,0
mg/kg (clon 42).
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CUADRO 10 Variacion de « —tocoferol en siete clones de Gevuin (mg/kg).

Clon a - tocoferol

42 1.00 a

22 079 b

70 0.73 C

01 0.66 d

23 0.64 d

33 0.57 e

34 0.44 f
Media 0.69

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el

test de Tukey.

El valor medio de a — tocoferol en este estudio es de 0,69 mg/kg, valor similar a
lo presentado por BERTOLI et al (1998), el cual encontrd un contenido de 0,4 mg/kg.
Gevuin, tiene comportamiento similar a Macadamia, la cual presenta contenidos en un
rango de 0,8 a 1,1 ug/g, segun lo sefialado por DUTTA et al (2000).

Al contrario de Gevuin, uno de los frutales de nuez que destaca por presentar un
alto contenido de o — tocoferol es el avellano europeo, registrando contenidos de 105,9 a
226,8 mg/kg. Se ha indicado también que este contenido es variable dependiendo del
cultivar, afio de produccion y localidad donde se encuentren las plantas PARCERISA, et
al (1998), ACKURT, et al (1999), OZDEMIR et al (2001) y AMARAL et al (2008).

4.2.1.2 y — tocoferol. EI Cuadro 11 se observa que el contenido de este tocol presentd
variacion clonal, fluctuando el contenido entre 0,35 mg/kg (clon 34) a 1,02 mg/kg (clon
42). El valor promedio de los siete clones es de 0,61 mg/kg, contenido similar al
informado por BERTOLLI, et al (1998), el cual sefiala un valor de 0,6 mg/kg e inferior a
lo observado por ROMERO et al (2004) el cual fue de 4,0 mg/kg.
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CUADRO 11 Variacion de y —tocoferol en siete clones de Gevuin (mg/kg).

Clon y — tocoferol
42 1.02 a
22 079 b
01 0.61 c
33 0.58 cd
70 0.50 d
23 0.41 e
34 0.35 e
Media 0.61

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el
test de Tukey.

Gevuin, a diferencia de especies comerciales de nueces, presenta un bajo
contenido de y — tocoferol, ya que el contenido de éste en almendras es de 12,5 ug/g, en
avellanas europeas de 61,2 ug/g y en nueces de nogal 300,5 ug/g, siendo este Gltimo el
que presenta el mayor contenido de esta fraccion (MAGUIRE et al, 2004), con
variaciones en el contenido que van de 247 a 525 mg/kg, segun lo indicado por CREWS
et al (2005 b).

4.2.1.3 6 — tocoferol. En el Cuadro 12 se presenta el contenido y la variacion entre los
clones de & — tocoferol, los que fluctuaron de 0,03 mg/kg (clon 34) a 0,27 mg/kg (clon
42).
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CUADRO 12 Variacion de ¢ —tocoferol en siete clones de Gevuin (mg/kg).

Clon o —tocoferol
42 0.27 a
01 0.19 ab
23 011 bec
22 0.09 bc
70 008 bc
33 0.07 bc
34 0.03 c

Media 0.12

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el
test de Tukey.

El contenido promedio es de 0,12 mg/kg, el cual es superior al determinado por
BERTOLI et al (1998), el cual inform6 que el contenido de esta fraccion fue menor a
0,05 mg/kg.

En especies como Macadamia, 6 — tocoferol presenta contenidos en un rango de
3,5a4,8ug/g (DUTTA et al, 2000), avellanas europeas de 1,0 a 3,0 mg/kg, pistachos de
0,5 a 2,3 mg/kg, destacando la concentracion en nueces de nogal, de 23 a 54 mg/kg
(KONRSTEINER et al, 2006) todos superiores a lo encontrado en Gevuin.

4.2.2 Tocotrienoles totales, determinados por GC/MS. El contenido total de
tocotrienoles presento diferencias significativas entre los clones como se puede observar
en el Cuadro 13, encontrandose este contenido en un rango de 317,77 mg/kg (clon 22) a
535,85 mg/kg (clon 01).
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CUADRO 13 Contenido total de tocotrienoles, determinado por GC/MS (mg/kg).

Clon Total Tocotrienoles
01 535.85a

42 512.17 a

33 466.02 b

70 396.63

34 381.36 cC

23 371.22 ¢

22 317.76 d
Media 425.86

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el
test de Tukey.

El valor promedio de los siete clones es de 425,86 mg/kg, el cual es superior a lo
obtenido por BERTOLI et al (1998), el cual alcanzé un contenido de 132,3 mg/kg.

Gevuin presenta un mayor contenido de tocotrienoles que tocoferoles, lo que
concuerda con lo informado por BERTOLI et al (1998). Esta caracteristica la diferencia
otros frutales de nuez, ya que en ellos destaca frecuentemente la fraccion de tocoferoles,
es asi, como en avellano europeo el contenido de fraccidn de tocotrienoles sélo alcanza a
56 mg/kg como lo indica CREWS et al, (2005 a) y en nueces de nogal no se ha
detectado ninguno de los cuatro componentes de esta fraccion segun lo sefialado por
CREWS et al, (2005 b).

El contenido total de tocotrienoles para cada clon en este estudio, esta dado por la
presencia de los cuatros tocoles que conforman esta fraccion de la vitamina E (a-, B-, y-

y 6- tocotrienol) como se indica en el Cuadro 14.
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CUADRO 14 Contenido de tocotrienoles por clon, determinado por GC/MS
(mg/kg).

Clon a —tocotrienol g —tocotrienol  y —tocotrienol ¢ — tocotrienol
* * * *
01 524.24 1.35 10.04 0.22
22 307.85 0.65 9.20 0.06
23 361.57 0.94 8.62 0.09
33 456.33 1.07 8.40 0.22
34 373.59 0.92 6.82 0.03
42 497.28 1.55 13.17 0.17
70 385.45 1.11 10.01 0.06

* = existen diferencias estadisticas significativas (p < 0.05)

Es a — tocotrienol, el tocol que presenta un mayor contenido dentro de esta
fraccién de la vitamina E, en cada clon evaluado en este estudio. Ademas para cada uno
de estos cuatro componentes los clones presentaron diferencias significativas, como se

indica (*), las cuales son discutidas individualmente a continuacion.

4.2.2.1 a - tocotrienol. EI Cuadro 15 se observa la presencia de diferencias entre los
clones estudiados. El contenido varié entre 307,24 mg/kg (clon 22) hasta 524,24 mg/kg
(clon 01).

Para a - tocotrienol el contenido medio de los siete clones es de 415,18 mg/kg,
superior a lo informado por BERTOLI et al (1998) y ROMERO et al (2004), los cuales
presentan contenidos de 130 mg/kg y 152 mg/kg para este vitamero.
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CUADRO 15 Variacion de a - tocotrienol en siete clones de Gevuin (mg/kg).

Clon a - tocotrienol
01 524.24 a
42 497.28 a
33 456.33 b
70 38545 ¢
34 373.59 c
23 36157 ¢
22 307.85 d
Media 415.18

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el

test de Tukey.

Gevuin presenta un alto contenido de o - tocotrienol, lo que la diferencia de la
mayoria de las nueces comerciales, Macadamia presenta este mismo comportamiento, en
la cual se ha observado valores de 12,5 a 48,4 ug/g, dependiendo del cultivar (DUTTA,

et al 2000), pero estos son menores a los registrados por Gevuin en este estudio.

Por el contrario, el avellano europeo destacada la fraccion de los tocoferoles de la
vitamina E, asi lo demuestra un estudio realizado por AMARAL et al (2006), s6lo en
algunas de las variedades comerciales estudiadas presentan bajos contenidos de a —

tocotrienol (1,0 a 2,5 mg/kg.) y en la mayoria de ellas no se ha detectado este vitamero.

4.2.2.2 p - tocotrienol. En el Cuadro 16 se presentan las variaciones entre los clones
estudiados las que fluctuaron en un rango de 0,66 mg/kg (clon 22) a 1,55 mg/kg (clon
42).
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CUADRO 16 Variacion de g - tocotrienol en siete clones de Gevuin (mg/kg).

Clon p - tocotrienol
42 155 a
01 135 b
70 111 ¢
33 1.07 ¢
23 0.94 d
34 0.92 d
22 0.65 e
Media 1.08

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el

test de Tukey.

El valor promedio, para 3 - tocotrienol en este estudio es de 1,09 mg/kg, siendo

este valor muy semejante al nivel informado por BERTOLI, et al (1998) de 1,3 mg/kg.

La presencia de este vitdmero en frutales de nuez es baja, es asi como en nueces
de nogal no ha sido detectado y en avellanas europeas los contenidos fluctuarian de 0,1
a 3,8 mg/kg (CREWS et al, 2005 b y AMARAL et al, 2006).

4.2.2.3 y - tocotrienol. Las diferencias clonales se pueden apreciar en el Cuadrol?,

presentando una variacion de 6,82 mg/kg (clon 34) a 13,17 mg/kg (clon 42).

El contenido promedio de los siete clones es de 9,47 mg/kg, contenido superior a
lo informado por BERTOLLI et al (1998) el cual obtuvo 0,9 mg/kg en aceite de Gevuin

analizado.
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CUADRO 17 Variacion de y - tocotrienol en siete clones de Gevuin (mg/kg).

Clon y - tocotrienol
42 13.17 a
01 10.04 b
70 10.01 b
22 920 bec
23 8.62 C
33 8.40 C
34 6.82 d

Media 9.47

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el

test de Tukey.

En avellano europeo, la presencia de y - tocotrienol es baja y s6lo ha sido
detectado en algunos cultivares de Espafia, el contenido varia de no ser detectado a 34
mg/kg (CREWS et al, 2005 a). En Gevuin seria el segundo tocol de importancia como lo

refleja este estudio.

El aceite Palma tiene la particularidad de presentar un elevado contenido de
tocotrienoles, y — tocotrienol es el de mayor presencia, alcanzando un contenido de
352,3 mg/kg (AL-SAQER et al 2004).

4.2.2.4 6 - tocotrienol. ElI Cuadro 18 presenta la diferencias clonales para este tocol, el
contenido vario de 0,03 mg/kg (clon 34) a 0,22 mg/kg (clon 33). Con un valor promedio
es de 0,12 mg/kg, muy semejante a lo observado por BERTOLI et al (1998), de 0,1
mg/kg.
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CUADRO 18 Variacion de é - tocotrienol en siete clones de Gevuin (mg/kg).

Clon o - tocotrienol
33 022 a
01 022 a
42 0.17 ab
23 009 bec
70 006 bec
22 006 bec
34 0.03 C

Media 0.12

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el
test de Tukey.

d - tocotrienol, al igual que 6- tocoferol, se encuentra en cantidades trazas en la
mayoria de los frutales de nuez estudiados, en avellanas europeas y nueces de nogal es
reportado como no detectado (CREWS et al, 2005 a, CREWS et al, 2005 b y AMARAL
et al, 2006).

4.3  Contenido Tocoles totales, determinados por HPLC.
En la segunda determinaciéon de vitamina E, solo se evaluaron seis clones de

interés, pertenecientes al programa de mejoramiento.

En esta evaluacion solo se logro detectar a — tocotrienol, en cada uno de los seis
clones evaluados, es este tocol el de mayor presencia en aceite de Gevuin, como ha sido
indicado por BERTOLI et al (1998), ROMERO et al (2004) y los clones VAX

evaluados en el ensayo por GC/MS, presentado anteriormente.

Las condiciones de almacenaje de los frutos y de extraccion de aceite, fueron

idénticas para ambas evaluaciones, segun lo sefialado por VVon Coors et al (1988) citado
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por CREWS et al, (2005 a), los tocoferoles tienen buena estabilidad en aceites
almacenados a 4°C, temperatura en que se mantuvo los frutos y aceites antes de ser
evaluados en este estudio, por lo que las diferencias observadas en cuanto a deteccion y
contenido de tocoles entre ambas evaluaciones de este estudio, se debieron
probablemente a las distintas metodologias analiticas utilizadas, por lo que es importante

mencionar:

e Para HPLC, se realiza una dilucion de la muestra de aceite en hexano, basado en
que la vitamina E es medianamente soluble en solventes organicos y en aceites
vegetales, segin lo indico ORTIS, (2006)°,

e Para GC/MS, se realiz6 una saponificacion de la muestra de aceite, lo que
permite separar la vitamina E de los lipidos, aislando la vitamina en la fraccién
insaponificable de los aceites vegetales (BLANCO, 2001 y FENNEMA, 2000),
obteniendo una muestra mas pura, requisito importante en un equipo GC/MS.

e EIl volumen final en que queda la muestra, en HPLC es de 10 mL y por el
contrario en GC/MS es de 0.025 mL.

AMARAL et al (2006), en su estudio en avellanas europeas determinando
contenidos de tocoferoles y tocotrienoles en distintos cultivares, indican que las
diferencias entre los valores entregados en su estudio con otras publicaciones,
probablemente se deben al método de deteccidon utilizado en cada investigacion,
variando la selectividad y sensibilidad de los equipos, indicando ademéas que existen

diferencias entre las metodologias para la identificacion y separacion de los vitameros.

3 ORTIS, J. 2006. Ing. Ej. Alim. M. Cs. Alim. Profesor Asistente, Departamento de los Alimentos y Tec.
Quimica. Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéutica. Universidad de chile. Comunicacion
personal.
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4.3.1 a — tocotrienol. Los clones presentaron diferencias significativas en contenido de o
— tocotrienol como se presenta en el Cuadro 19, fluctuando los valores entre 63,41 ug/g
(clon 34) a 163,74 ug/g (clon 53).

CUADRO 19 Variacion de a — tocotrienol en seis clones de Gevuin (ug/g).

Clon a - tocotrienol
53 163.74 a
64 157.53 a
01 152.20 a
33 147.05 ab
22 9745 bc
34 63.41 c
Media 105.72

Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el

test de Tukey.

El valor medio entregado por estos seis clones es de 105,71 ug/g, inferior a la
media obtenido por los clones VAX en ensayo anterior (415,18 mg/kg), si bien es un
valor mas préximo a lo observado por BERTOLI et al (1998) de 130 mg/kg y ROMERO

et al (2004) de 152 mg/kg, es inferior a lo indicado por estos autores.

Al comparar la media con otro frutal nuez como Macadamia, Gevuin presenta un
mayor contenido, ya que en la primera el contenido varia de 12,5 a 48,4 ug/g segun
cultivar como lo sefiala DUTTA et al (2000).

Se ha indicado que la buena estabilidad oxidativa del aceite de Gevuin podria
estar originada por el bajo contenido de acidos grasos poliinsaturados y la presencia

importante de tocotrienoles, particularmente a - tocotrienol (BERTOLI et al, 1998)
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El aceite de Gevuin posee un alto contenido de acido palmitoleico (Cie:1 a™ CiS),
el cual da la propiedad de poder absorber las radiaciones bajas del espectro U.V., lo que
le permite actuar como filtro solar (MEDEL y MEDEL, 2000), esta caracteristica se ha
relacionado con el alto nivel a-tocotrienol, destacando la importancia de utilizar el
aceite, como un producto de indole cosmético y/o farmacéutico (MEDEL y CARRILLO,
2005)

Con los datos obtenidos del contenido a — tocotrienol en ambas evaluaciones
realizadas para este estudio y s6lo con los cuatro clones analizados en ambos sistemas
(clones VAX 01, 22, 33 y 34), se puede sefialar que éstos presentaron diferencias
significativas en el contenido de a — tocotrienol en cada evaluacion realizada, analizando

por separado cada sistema, como se puede observar en la Figura 3.

600 - a
524,24

500 -+

400 +

€
o 300 -
=
200 -+
100 -
O ,
22 34 33 01
‘Ia T3HPLC IaT36C/MS‘ Clon

* Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) segun el

test de Tukey, entre clones para un mismo método analitico.

FIGURA 2. Variacion en el contenido de a — tocotrienol (a T3) en cuatro clones de
Gevuin, determinado por HPLC y GC/MS.
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El clon 01, es el que presenta el mayor contenido de a — tocotrienol en ambos
sistemas de analiticos, se diferencia claramente de otros clones en GC/MS, en la
determinacion por HPLC solo es semejante con clon 33. A su vez, los clones 22 y 34 son
estadisticamente diferentes en la evaluacion por GC/MS, presentan los menores
contenidos, lo que se replica en la evaluacion por HPLC, aunque en esta ultima
comparten la ubicacion por la similitud en el contenido de este tocol, dejando de

manifiesto una clara diferenciacién clonal en el contenido de a — tocotrienol.

Segun lo sefialado por SAVAGE (2000), es posible que algunas plantas de nuez
tengan mayores efectos benéficos que otras plantas segun el perfil lipidico que posean, si
a este antecedente se le suma la evidencia que indica que tanto tocoferoles y
tocotrienoles pueden jugar un rol importante en la salud humana, el conocer la variacion
en el contenido de todos los tocoferoles y tocotrienoles en los alimentos esta adquiriendo
una mayor importancia (AMARAL et al, 2006).

Se ha indicado que en nueces de nogal se encontraron diferencias en el contenido
de tocoferoles entre las variedades y la localidad de procedencia de las nueces, con una
marcada influencia de la localidad de procedencia de estas (CREWS et al 2005 b).

En avellano europeo se ha sefialado que la composicién general del aceite es
afectado por la variedad, localizacion geogréfica, efectos climaticos y la diversidad de
tratamientos recibidos por las plantas (CREWS et al 2005 a), encontrando diferencias
significativas de tocoferoles y esteroles en la composicion de aceites en variedades
espafolas de avellano europeo cultivadas en Estados Unidos (PARCERISA et al 1998).
Ademés se ha informado de diferencias en el contenido de o — tocoferol, entre
variedades neocelandesas, estadounidenses y europeas cultivadas en Nueva Zelandia,
pero estas no presentaron diferencias significativas en el contenido de acidos grasos y
esteroles (Savage et al 1997 citado por CREWS et al 2005 a), estos ultimos autores

explican que es importante contar con informacion del efecto varietal en la composicion



47

de aceite de avellanas europeas, ya que permitiria proveer al mercado, nueces y aceites

ricos en antioxidantes que dan estabilidad y beneficios para la salud.

Este punto sefiala la importancia de realizar en caso particular de Gevuin, una
seleccion clonal, identificando los fenotipos que presentan mayores contenidos de a —
tocotrienol, lo que permitiria enfocar la utilizacion del aceite o frutos de esos clones en

nutricion, cosmetologia o farmacologia.

4.4  Sintesis e importancia de tocoles en aceite de Gevuin y de otras especies.

El aceite de Gevuin, como se ha podido corroborar se caracteriza por poseer una
mayor proporcion de tocotrienoles, especificamente o — tocotrienol, el cual representa el
97% del total de la vitamina E (Figura 3) y el 3% restante esta conformado por el resto
de tocotrienoles y los tocoferoles.
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FIGURA 3. Composicion de tocoferoles (TF) y tocotrienoles (T3) en aceite de
Gevuin.
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A su vez Macadamia solo presenta o — tocotrienol, el cual alcanza un 90% de la
vitamina, el otro 10% esta conformado Unicamente por o —y 6 — tocoferol (DUTTA et
al, 2000). Una alta proporcion de tocotrienoles se puede encontrar en el aceite de Palma,
la cual alcanza alrededor del 70%, del cual el 45% es y-tocotrienol, seguido por o —y o —
tocotrienol (AL - SAQER et al, 2004).

Por el contrario a Gevuin, en especies comerciales como el avellano europeo y
de nueces de nogal se destaca mayoritariamente la fraccion de tocoferoles, en el primero
a — tocoferol representa 92% de la vitamina, el 8% restante esta conformado por p-, y- y
6- tocoferol, los tocotrienoles tienen baja presencia y estan presentes sélo en algunas
variedades (CREWS et al, 2005 a y AMARAL et al, 2006). En el segundo es vy-
tocoferol que tiene mayor presencia alrededor del 90%, el 10% restante esta conformado
por o - y & — tocoferol, los tocotrienoles no han se detectado segun lo informado por
CREWS et al (2005 b).

En la actualidad, esta adquiriendo mayor importancia conocer la composicion de
tocoferoles y tocotrienoles (vitamina E) en los alimentos, ya que en el pasado se habia
considerado a o — tocoferol como el tocol mas importante por poseer una mayor
biopotencia, sin embargo, la evidencias recientes muestran que los demas tocoles
también pueden contribuir al total de bioactividad de esta vitamina, ademas podrian
cumplir diferentes roles en el cuerpo humano, por lo que los diferentes beneficios que
presenta esta vitamina contra distintas enfermedades pueden provenir de estos tocoles
(THERIAULT et al 1999).

En la mayoria de las fuentes que aportan vitamina E, los tocoferoles son méas
abundantes que tocotrienoles, existiendo variacion en la composicion de éstos segun la
especie (SCHWENKE, 2002).

En general, se ha sugerido que los antioxidantes reducen enfermedades

cardiovasculares y el cancer por detener el dafio que ocasionan los radicales libres, por
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lo tanto, el consumo de ciertos productos de alimenticios ricos en vitamina E, reducirian
la incidencia de estas patologias (THERIAULT et al, 1999).

En el estudio realizado por YOSHIDA et al (2003), pudieron concluir que los
tocoferoles y tocotrienoles tiene la misma reactividad hacia radicales libres y ejercerian
la misma actividad antioxidante contra peroxidacion de los lipidos en la solucion,
ademas ambos tienen movilidad similar dentro de las membranas celulares, pero los
tocotrienoles son transferidos mas facilmente entre las membranas e incorporados en

ellas que los tocoferoles.

Ademaés de sus funciones como antioxidantes, los tocoles, en particular los
tocotrienoles han mostrado tener propiedades funcionales (no antioxidantes) en contraste
con a-tocoferol, compuesto que por lo general se encuentra en suplementos de vitamina
E (como alfa tocoferil acetato “DL” (sintético) y “D” (natural)) (THERIAULT et al,
1999). Recientes investigaciones han obtenido resultados indican que las funciones
bioldgicas de tocoferoles y tocotrienoles no parecen estar relacionadas entre si (Hayes, et
al, 1993 citado por VASCONCELLOQOS, s/f).

Existe evidencia que demuestra que a-tocoferol tiene funciones en la expresion
génica, como es evidenciado por estudios realizados con genes individuales y analisis de
microseries (Azzi et al., 2004 y Barella et al., 2004 citado por BRIGELIUS, 2005); v-
tocoferol presenta funciones anti-inflamatorias por la inhibicion de actividad
ciclooxigenasa y por ende la formacion de prostaglandina E2 (Jiang et al., 2000 y Jiang
y Ames, 2003 citado por BRIGELIUS, 2005).

Se ha demostrado que los tocotrienoles pueden reducir niveles de colesterol en el
plasma, asi como también de otros factores de riesgo, lipidico y no lipidico relacionados
con enfermedades cardiovasculares (THERIAULT et al, 1999).
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En el cancer, los tocotrienoles presentan mejor actividad anti-tumor que o —
tocoferol, particularmente contra el cancer de mama induciendo a apoptosis a las células
cancerigenas (THERIAULT et al, 1999, SCHWENKE, 2002 y Takahashi y el Water,
2004 citado por BRIGELIUS, 2005).

Ademas se ha reportado que a — tocotrienol presenta una potente accion
neuroprotectora, en neuronas del sistema nervioso central. Estudios epidemioldgicos y
clinicos sugieren que la vitamina E, en particular a-tocoferol, presenta beneficios en el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad Alzheimer, por lo
que a-tocotrienol puede ser un instrumento potencial en las terapias para estas
enfermedades (AKAIKE et al 2004).

La informacién de las particularidades que presentan los tocoferoles y
tocotrienoles, esta llevando a buscar una formulacién mas eficiente y beneficiosa de
suplementos de vitamina E. En la actualidad los suplementos de tocotrienoles
disponibles comercialmente, son hechos en base de aceite de salvado de arroz o de aceite
de palma (THERIAULT et al, 1999).

Estos antecedentes realzan la posibilidad de utilizacion del aceite de Gevuin
como un producto fitoterapéutico, por ser una fuente que aporta un interesante contenido

de a-tocotrienol.
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5. CONCLUSIONES

Al caracterizar y determinar contenido de las distintas fracciones de tocoferoles y
tocotrienoles (vitamina E) en el aceite de los clones de Gevuin evaluados, se pudo
demostrar que existen variaciones significativas entre los clones en el contenido de cada

fraccion, por lo que se acepta la hipdtesis general planteada para este estudio.

La fraccion de la vitamina E méas importante en este aceite es la de tocotrienoles,
la cual alcanzd, en el primer ensayo realizado, una media 425,86 mg/kg, dado por la
presencia mayoritaria de o — tocotrienol (97% de la vitamina E) en todos lo clones

evaluados.

La variacion entre clones en el contenido de a — tocotrienol fluctu6 en un rango
de 307,85 mg/kg (clon 22) a 524,24 mg/kg (clon 01). Otro tocol de esta fraccion que
destacd, pero en una menor proporcion (2,2%), fue y — tocotrienol presentando una
variacion clonal entre 13,17 mg/kg (clon 42) a 6,82 mg/kg (clon 34).

En el segundo ensayo realizado arrojo s6lo la presencia de o — tocotrienol,
presentando una media de 105,72 ug/g. El contenido de este vitamero, presentd una
variacion significativa entre los clones, la que fluctu6 en un rango entre los 63,41 ug/g

(clon 34) a 163,74 ug/g (clon 53), para este analisis.

Lo relevante de este estudio es que permite tener las primeras nociones de la
variabilidad en el contenido de las fracciones de la vitamina E que presentan los clones
seleccionados del programa de mejoramiento genético de esta especie, en especial la
variacion en el contenido de a — tocotrienol, lo que permite contar con una herramienta

mas para la seleccion de aquellos clones con mejores caracteristicas fitoquimicas, para
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obtener un producto, ya sea para fines nutricionales, farmacologicos, cosmetologicos o

fitoterapéuticos.
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6. RESUMEN

Gevuin (Gevuina avellana Mol.), especie endémica de Chile perteneciente a la
familia de las Proteaceas, ha sido estudiada durante los Gltimos 20 afios a través de un
programa de “Mejoramiento Genético y Productivo en Gevuina avellana Mol.” en la
Universidad Austral de Chile, seleccionando clones en funcion de sus caracteristicas

productivas, estructurales y de calidad de fruto.

El objetivo de este estudio, fue determinar y evaluar el contenido de
tocoferoles y tocotrienoles, constituyentes de la vitamina E, presentes en el aceite de
avellana de los clones seleccionados, a efectos de contribuir al proceso de seleccion de

material genético.

En el mes de Marzo del afio 2006 se seleccionaron nueces por cada clon
estudiado, las cuales fueron picadas y sometidas a la extraccion de lipidos por el método
de Soxhlet. Se realiz6 una primera determinacion de tocoferoles y tocotrienoles a siete
clones de Gevuin mediante la utilizacion de un equipo cromatografo de gas acoplado a
espectrometro de masas (GC/MS). La segunda determinacion se realizo a seis clones de

Gevuin, mediante un equipo HPLC.

Los resultados obtenidos en la primera determinacion por GC/MS, entregaron la
conformacién de las fracciones de tocoferoles y tocotrienoles presentes en el aceite de
los clones evaluados, destacando en todos ellos la fraccion de los tocotrienoles
especificamente la fraccion a- (alfa), la cual representa sobre el 97% del total de los
constituyentes de la vitamina E en este aceite, la cual, al igual que las otras fracciones de
esta vitamina, presentaron una variacion significativa entre los clones. El contenido de
a- tocotrienol present6 una variacion que fluctud entre 307,85 mg/kg (clon 22) a 524,24
mg/kg (clon 01).
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Los resultados obtenidos en el analisis realizado por HPLC se detecto solo la
presencia de o — tocotrienol, tocol de mayor presencia en este aceite, al igual que en la
evaluacion anterior presentd una variacion significativa entre los clones, la cual fluctué
entre los 63,41 ug/g (clon 34) a 163,74 ug/g (clon 53).

Estos resultados demostraron la presencia de variaciones entre los clones en el
contenido de la vitamina E, especificamente o — tocotrienol, lo que contribuye como una
herramienta mas en el proceso de seleccidn clonal, lo que permite ir identificando
aquellos con mejores caracteristicas fitoquimicas, para la obtencion de productos con

objetivos nutricionales, farmacologicos, cosmetoldgicos o fitoterapéuticos.
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SUMMARY

Gevuin (Gevuina avellana Mol.) endemic species of Chile pertaining to the
family of the Proteaceas, has been studied during last the 20 years through a program of
“Genetic Improvement and Productive in Gevuina avellana Mol.” in the Universidad
Austral de Chile, selecting clones based on productive, structural characteristics and of
quality of fruit.

The objective of this study, was to determine and to evaluate the content of
tocopherols and tocotrienols, components of the vitamin E, presents in the oil of the
selected clones, with the object of contributing to the process of selection of genetic

material.

In the month of March of year 2006 nuts by were selected each studied clone,
which were pricked and put under the lipid extraction by the method of Soxhlet. The
first determination of tocopherols and tocotrienols was made to seven clones of Gevuin
by means of the use of an equipment was made Gas Chromatography - Mass
Spectrometry (GC/MS). The second determination was made to six clones of Gevuin, by
means of an equipment HPLC.

The results obtained in the first determination by GC/MS, gave to the
conformation of the fractions of tocopherols and tocotrienols in the oil of the evaluated
clones, emphasizing in the all of them fraction of tocotrienols specifically the fraction a-
(alpha), which represents on 97% of the total of the components of the vitamin E in this
oil, which, like the other fractions of this vitamin presented a significant variation
between the clones. The content of o - tocotrienol presented a variation that fluctuated
between 307.85 mg/kg (clone 22) to 524.24 mg/kg (clone 01).
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In the results obtained in the analysis made by HPLC detect only the presence of
a - tocotrienol, tocol was detected of greater presence in this oil, like in the previous
evaluation it presented a significant variation between the clones, which fluctuated
between the 63.41 ug/g (clone 34) to 163.74 ug/g (clone 53).

These results demonstrated the presence of variations between the clones in the
content of the vitamin E, specifically a - tocotrienol, which contributes like one more
instrument in the process of clonal selection, which allows to be identifying those with
better phytochemical characteristics, for the product obtaining with objectives

nutritionals, pharmacological, cosmetological or phytotherapeutical.
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ANEXO 1. Derivatizacion.

La derivatizacion es un proceso de modificacion quimica de un compuesto, esto
genera nuevos compuestos con propiedades compatibles para ser analizados por
cromatégrafos de gas (GC). También reduce la adsorcion del analito o compuesto en el
sistema GC y mejora la respuesta de detector, separacion y la simetria de los peak
(SIGMA-ALDRICH, 1997 y REGIS TECHNOLOGIES, 2000). Este procedimiento se

utiliza por las siguientes razones:

e mejora volatilidad, eliminando la presencia de grupos polares (como OH, NH y
SH).

e Mejora la eficiencia analitica e incrementa detectabilidad.

e Mejora estabilidad de los compuestos.

e Permite anélisis relativos de compuestos no volatiles (SIGMA-ALDRICH,
1997).

Uno de los tipos de derivatizacion, es la Sililacién, el cual es el método mas
frecuente de derivatizacion, consiste en la introduccién de un grupo silil a la molécula,
por lo general en la substitucion un hidrégeno activo. El reemplazo de hidrogeno activo
por un grupo silil reduce la polaridad del compuesto y a su vez el derivado sililado es
mas volatil y estable, lo que aumenta su deteccion (SIGMA-ALDRICH, 1997 y REGIS
TECHNOLOGIES, 2000).

El grupo trimetilsilil (TMS), Si(CHzs)3;, es el mas comun y versatil para los
analisis por GC. La derivatizacion con TMS permiten mejores separaciones en GC y es
compatibles con la mayor parte de sistemas de deteccion utilizados (SIGMA-ALDRICH,
1997 y REGIS TECHNOLOGIES, 2000).

El TMS es influenciado por el solvente del sistema como por la adicion de un

catalizador. Un catalizador, como trimetilclorosilano o piridina, aumentan la reactividad
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del agente derivatizante, ademas se debe considerar que son generalmente muy sensibles
a la humedad, por lo que se debe mantener bien sellado (SIGMA-ALDRICH, 1997 y
REGIS TECHNOLOGIES, 2000).

Los reactivos derivatizantes utilizados para los tocoferoles y tocotrienoles en este
estudio fueron BSTFA + TMCS (99:1) y Piridina, segun procedimiento descrito en la

seccion 2 Materiales y Método.

Estructuras de a — tocoferol y a — tocoferol (TMS) Derivatizado.
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Fuente: Libreria NIST/02 Mass Spectral Library, Varian.



ANEXO 1. Continuaciéon
Estructuras de B — tocoferol y g — tocoferol (TMS) Derivatizado.
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Estructuras de y — tocoferol y y — tocoferol (TMS) Derivatizado
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Fuente: Libreria NIST/02 Mass Spectral Library, Varian.
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ANEXO 1. Continuacion
Estructuras de 6 — tocoferol y 6 — tocoferol (TMS) Derivatizado
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ANEXO 2 Silanizacién material de vidrio.

La superficie del material de vidrio utilizado en laboratorios suele ser
ligeramente acido, esto puede adsorber algunos analitos en particular aminas. En anélisis
de compuestos trazas o de niveles bajos, tales pérdidas pueden ser significativas. Para
prevenir la pérdida de la muestra por adsorcion, el material de vidrio usado para los
analisis por lo general es silanizado (SIGMA-ALDRICH, 1997).

Silanizacion cubre la superficie del material de vidrio de grupos polares Si-OH,
unidos quimicamente formando una capa que no adsorbe analitos, dando el efecto
"derivatizido™ del material de vidrio (SIGMA-ALDRICH, 1997).

El procedimiento méas comun silanizacion de material de vidrio es tratarlo con
una solucion de dimetildiclorosilano (DMDCS) en tolueno al 5 -10 % durante 30
minutos. Para desactivar el material de vidrio, primero se debe dar enjuagues de tolueno
e inmediatamente después con metanol (SIGMA-ALDRICH, 1997).

El procedimiento realizado en este estudio se realizd con una solucion de BSTFA
+ TMCS (99:1) en tolueno al 5 %, por un tiempo de 30 min. Para desactivar este

material se realizaron enjuagues con tolueno y después con metanol.



ANEXO 3 Selectividad del método analitico.

Selectividad o especificidad se refiere a la propiedad del método de producir una
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sefial medible debida s6lo a la presencia del analito, libre de interferencia de otros

componentes en la matriz de la muestra (QUATTROCCHI et al., 1992).

Cromatograma Blanco reactivo.
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Cromatograma mezcla de tocoles a partir de inyeccion mezcla de estandares.
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ANEXO 3. Continuacion

Cromatograma aceite avellanas (Gevuin avellana Mol.).
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Tiempos de retencion a-, B-, y-, 8- tocoferoles y a-, p-, y-, 8- tocotrienoles y el

estandar interno 5,7 — dimetiltocol

Analito Tiempo de
Retencién (min)
a- tocoferol TMS 14.1
B- tocoferol TMS 10.8
y- tocoferol TMS 10.9
o- tocoferol TMS 9.2
a- tocotrienol TMS 17.3
B- tocotrienol TMS 13.1
y- tocotrienol TMS 13.4
o8- tocotrienol TMS 11.1
5,7- dimetiltocol 12.6




ANEXO 3. Continuacion

Espectro a-tocoferol TMS (Estandar de referencia).
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ANEXO 3. Continuacion

Espectro y-tocoferol TMS (Estandar de referencia).
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ANEXO 3. Continuacion

Espectro a-tocotrienol TMS (Estandar de referencia).
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ANEXO 3. Continuacion

Espectro y-tocotrienol TMS (Estandar de referencia)

Spectrum 1A
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ANEXO 3. Continuacion

Espectro 5,7 - dimetiltocol (Estandar Interno)

Spectrum 1A
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ANEXO 4. Linealidad método analitico (Curva de Calibracién).

En este estudio se utilizo estandar interno (5,7-dimetiltocol), es por esto que la
linealidad se refiere a la proporcionalidad entre la relacion de la concentracion del
analito / concentracion estandar interno y su respuesta que esta dado también en la

relacion de area del analito / area del estandar interno.

Curva de calibracion de a- tocoferol TMS entre 0,15y 2,4 ug/ml (5,7-dimetiltocol 4 ug/ml).

1,2
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Curva de calibracion g- tocoferol TMS entre 0,15y 2,4 ug/ml (5,7 — dimetiltocol 4 ug/ml).
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ANEXO 4 Continuacion

Curva de calibracion y - tocoferol TMS entre 0,5 y 2,4 ug/ml (5,7 — dimetiltocol 4 ug/ml)

Area g-TF / Area EI (kcount)
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Curva de calibracién é - tocoferol TMS entre 0,15y 2,4 ug/ml (5,7 — dimetiltocol 4 ug/ml)
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ANEXO 4 Continuacion
Curva de calibracion a- tocotrienol TMS entre 50 y 250 ug/ml (5,7 — dimetiltocol 4 ug/ml)
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Curva de calibracion pg-tocotrienol TMS entre 0,15y 2,4 ug/ml (5,7 — dimetiltocol 4 ug/mil)

Area b-T3/ Area El (kcount)

0,30 -

0,25 -

0,20

0,15

0,10 -

0,05 -

0,00

L X 4

y =0,3879x + 0,0459

0,0

0,1

0,2 0,3 0,4 0,5
Concentracion (ppm b-T3 / ppm El)

0,6

0,7

R? =0,9828




ANEXO 4 Continuacion

82

Curva de calibracion y-tocotrienol TMS entre 0,15y 2,4 ug/ml (5,7 — dimetiltocol 4 ug/ml).
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ANEXO 5. Precision del sistema.

La precision esta relacionada con la dispersion de las medias alrededor de su
valor medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando el método se aplica repetidamente a mdaltiples alicuotas de una muestra
homogeénea. Se expresa matematicamente como la desviacion estandar relativa (RSD) o
coeficiente de variacion (CV) (QUATTROCCHI et al., 1992).

Se evaluo por triplicado cinco concentraciones de solucidn patron dentro rango

de la curva de calibracion.

e - tocoferol TMS.

Relacion area de a- tocoferol TMS / 5,7-dimetiltocol.

Areaa-TF/
Concentracion (ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 0,138 0,005 3,71
0,3 0,200 0,011 5,65
0,6 0,306 0,022 7,20
1,2 0,525 0,014 2,70
2,4 1,008 0,006 0,60
Promedio 0,44 0,01 3,97
DS 0,35 0,01 2,57

e f- tocoferol TMS

Relacion area de f - tocoferol TMS / 5,7-dimetiltocol.

Concentracion Areaa-TF/

(ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 0,024 0,002 10,24
0,3 0,058 0,001 1,52
0,6 0,140 0,002 1,45
1,2 0,286 0,018 6,17
2,4 0,596 0,033 5,52
Promedio 0,22 0,01 4,98
DS 0,23 0,01 3,67




ANEXO 5. Continuacion
e - tocoferol TMS.

Relacion érea de vy - tocoferol TMS / 5,7-dimetiltocol.

Areaa-TF/
Concentracion (ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 0,038 0,006 14,97
0,3 0,069 0,007 10,04
0,6 0,165 0,014 8,56
1,2 0,334 0,011 3,33
2,4 0,661 0,016 2,36
Promedio 0,25 0,01 7,85
DS 0,26 0,004 5,16

e §- tocoferol TMS

Relacion area de o - tocoferol TMS / 5,7-dimetiltocol.

Concentracion Areaa-TF/

(ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 0,206 0,004 1,97
0,3 0,227 0,003 1,53
0,6 0,380 0,009 2,27
1,2 0,587 0,020 3,33
2,4 1,119 0,002 0,21
Promedio 0,50 0,01 1,86
DS 0,38 0,01 1,14

e - tocotrienol TMS.

Relacion area de a- tocotrienol TMS./ 5,7-dimetiltocol.

Concentracion Areaa-TF/

(ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 2,422 0,047 1,93
0,3 6,032 0,299 4,95
0,6 8,694 0,205 2,35
1,2 14,282 0,112 0,79
2,4 16,835 0,736 4,37
Promedio 9,65 0,28 2,88
DS 5,90 0,27 1,74
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ANEXO 5. Continuacion

e [- tocotrienol TMS.

Relacion area de f - tocotrienol TMS / 5,7-dimetiltocol.

Concentracion Areaa-TF/

(ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 0,056 0,004 7,69
0,3 0,079 0,012 14,81
0,6 0,107 0,023 21,69
1,2 0,159 0,005 2,89
2,4 0,279 0,003 1,12
Promedio 0,14 0,01 9,64
DS 0,09 0,01 8,57

e - tocotrienol TMS.

Relacion érea de y - tocotrienol TMS / 5,7-dimetiltocol.

Concentracion Areaa-TF/

(ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 0,034 0,001 3,93
0,3 0,046 0,002 4,21
0,6 0,049 0,004 8,07
1,2 0,080 0,012 14,86
2,4 0,136 0,001 1,04
Promedio 0,07 0,00 6,42
DS 0,04 0,00 5,34

e §-tocotrienol TMS

Relacion area de 6 - tocotrienol TMS / 5,7-dimetiltocol

Concentracion Areaa-TF/

(ppm) 5,7 — dt (counts) DS CV (%)
0,15 0,0359 0,0019 5,19
0,3 0,0724 0,0400 55,23
0,6 0,1133 0,0078 6,85
1,2 0,1911 0,0005 0,26
2,4 0,3379 0,0069 2,06
Promedio 0,15 0,01 13,92
DS 0,12 0,02 23,24
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ANEXO 6 Cromatogramas de tocoles presentes aceites de Gevuin de siete clones
determinados por GC/MS.
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ANEXO 6. Continuacion
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ANEXO 6. Continuacion
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ANEXO 6. Continuacion
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ANEXO 7 Cromatogramas de tocoles presentes aceites de Gevuin, de seis clones

determinados por HPLC.
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ANEXO 7. Continuacion
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ANEXO 8 Analisis de varianza del contenido de Tocoles totales en el aceite de

Gevuin por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 116305,0 6 19384,1 91,83 0,0000 *

Intra grupos 2955,19 14 211,085

Total

(Corregido) 119260,0 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 9 Anadlisis de varianza del contenido de Tocoferoles totales en aceite de

Gevuin, por clon determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor

Entre grupos 3,89083 6 0,648471 215,13 0,0000 *

Intra grupos 0,0422 14 0,00301429

Total
(Corregido) 3,93303 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 10 Analisis de varianza del contenido de a- tocoferol en aceite de

Gevuin por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 0,560762 6 0,0934603 377,44 0,0000*
Intra grupos 0,00346667 14

Total

(Corregido) 0,564229 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas
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ANEXO 11 Anélisis de varianza del contenido de y- tocoferol en aceite de Gevuin
por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 0,944533 6 0,157422 206,62 0,0000*
Intra grupos 0,0106667 14 0,000761905

Total

(Corregido) 0,9552 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 12 Anadlisis de varianza del contenido de 8- tocoferol en aceite de Gevuin
por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 0,120857 6 0,0201429 8,01 0,0007*
Intra grupos 0,0352 14 0,00251429

Total

(Corregido) 0,156057 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 13 Analisis de varianza del contenido de Tocotrienoles totales en aceite
de Gevuin por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 115996,0 6 19332,6 91,20 0,0000 *
Intra grupos 2967,59 14 211,971

Total

(Corregido) 118963,0 20
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ANEXO 14 Andlisis de varianza del contenido de a-tocotrienol en aceite de
Gevuin por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 112007,0 6 18667,8 89,70 0,0000*
Intra grupos 2913,44 14 208,103

Total

(Corregido) 114920,44 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 15 Andlisis de varianza del contenido de B- tocotrienol en aceite de

Gevuin por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 1,55112 6 0,258521 379,65 0,0000*
Intra grupos 0,00953333 14  0,000680952

Total

(Corregido) 1,56066 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 16 Analisis de varianza del contenido de y- tocotrienol en aceite Gevuin
por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 69,9283 6 11,6547 110,73 0,0000*
Intra grupos 1, 4736 14  0,105257

Total

(Corregido) 71,4019 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas
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ANEXO 17 Analisis de varianza del contenido de &- tocotrienol en aceite de
Gevuin por clon, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente sC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 0,12319 6 0,0205317 10,54 0,0002*
Intra grupos 0,0272667 14  0,00194762

Total

(Corregido) 0,150457 20

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 18 Andlisis de varianza del contenido de a-tocotrienol en aceite de

Gevuin por clon, determinado por HPLC (ug/g).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 24518,6 5 4903,72 12,84 0,0002*
Intra grupos 4584,38 13 382,031

Total

(Corregido) 29103,0 17

*P < 0,05 indica diferencias significativas

ANEXO 19 Anélisis de varianza del contenido de a-tocotrienol en aceite de
Gevuin de cuatro clones, determinado por GC/MS (mg/kg).

Fuente SC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 80509,4 3 26836,5 127,41 0,0000*
Intra grupos 1685,11 8 210,639

Total

(Corregido) 821945 11

*P < 0,05 indica diferencias significativas
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ANEXO 20 Andlisis de varianza del contenido de a-tocotrienol en aceite de

Gevuin de cuatro clones, determinado por HPLC (ug/g).

Fuente sC GL CM F calculado P-Valor
Entre grupos 16141,3 3 5380,44 13,45 0,0017*
Intra grupos 3200,8 8 400,1

Total

(Corregido) 19342,1 11

*P < 0,05 indica diferencias significativas
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