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RESUMEN

La presente disertacion tiene como objetivo la cuantificacion de los acidos grasos alfa
linolénico omega 3 (AAL), linoléico omega 6 (AL) y oléico omega 9 (AO) de la semilla de
lino (Linum usitatissimum) canadiense y ecuatoriana por cromatografia de gases y la
comparacion de dichos acidos presentes en los dos tipos de semilla mediante la aplicacion
de la prueba t de Student. Para cumplir con este propdsito se realizé un muestreo aleatorio
de la semilla de lino ecuatoriana y canadiense en diferentes mercados y supermercados del
norte, centro y sur de Quito. Por cada tipo de semilla se adquirieron 12 muestras de las
cuales se extrajo la grasa total mediante un equipo Soxhlet, como resultado de este anélisis
se obtuvo en la semilla de lino canadiense un porcentaje promedio de grasa de 39% y en la
semilla de lino ecuatoriana 33%. Posteriormente se esterificaron, diluyeron y analizaron
los &cidos grasos presentes en las muestras por cromatografia de gases con detector FID.
Los resultados obtenidos fueron que la semilla de lino canadiense posee: AAL (23,343%),
AL (5,609%) y AO (3,817%) y la semilla de lino ecuatoriana contiene: AAL (22,777%),
AL (6,270%) y AO (3,701%). Tras aplicar la prueba t de Student entre los valores
promedio de &cidos grasos omega de la linaza ecuatoriana y canadiense, se establecié que
no existen diferencias significativas entre los valores de omega 3 (AAL) y 9 (AO) de los
dos tipos de semillas de lino y si existen diferencias significativas entre los valores de
omega 6 (AL). Finalmente se concluye que las cantidades de omega 3 (AAL) y 9 (AO) de
la semilla de lino ecuatoriana son estadisticamente iguales a la semilla extranjera, mientras
que los valores de omega 6 (AL) no son estadisticamente iguales; la semilla de lino
nacional contiene mayor cantidad de AL que la canadiense, razon por la cual, se considera
que la semilla de lino ecuatoriana es de muy buena calidad y junto a analisis
complementarios, podria llegar a ser un suplemento para la poblacién ecuatoriana
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ABSTRACT

The main propose of this work is the quantification of linolenic omega 3 (ALA), linoleic
omega 6 (LA) and oleic omega 9 (OA) fat acids in Canadian and Ecuadorian flaxseeds
(Linum usitatissimum) by gas chromatography and the comparison of the values of these
acids in both flaxseed types by applying t test. To fulfill the purpose a random sampling of
the Ecuadorian and Canadian flaxseed in different markets and supermarkets in the north,
center and south of Quito was made. Twelve samples were taken from each flaxseed type,
in which total fat was extracted using a Soxhlet apparatus. This analysis shows that the
Canadian flaxseed contains 39 % of fat and the Ecuadorian flaxseed 33%. Proceeded to
the fatty acids in the fat content of the samples were esterified, diluted and analyzed by gas
chromatography equipment, equipped with FID detector. This determination showed that
Canadian flaxseed has: ALA (23,343%), LA (5,609%) and OA (3,817%) and Ecuadorian
flaxseed has: ALA (22,777%), LA (6,270%) and OA (3,701%). After performing the t test
used to compare the averages of omega fat acids from the Ecuadorian and Canadian
flaxseed, it was found that, there were no significant differences between the values of
omega 3 (ALA) and 9 (OA) of the two types of flaxseeds, but there were significant
differences between the values of omega 6 (AL). In conclusion the amounts of omega 3
(ALA) and 9 (OA) in Ecuadorian flaxseed are statistically equal compared with the foreign
flaxseed and omega 6 values are not statistically equal; national flaxseed has more amount
of omega 6 (AL) than Canadian flaxseed, reason why, Ecuadorian flaxseed is considered to
have a very good quality and together with complementary analysis, could achieve to be a

supplement for the Ecuadorian population.
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INTRODUCCION

Los acidos grasos omega 3 Alfa linolénico (AAL), 6 Linoléico (AL) y 9 Oléico (AO) son
acidos grasos insaturados del grupo de los lipidos, conocidos como grasas buenas, muy
importantes para el ser humano ya que cumplen un papel de equilibrio y balance en la
alimentacion, ofreciendo potenciales beneficios para la mantencion de la salud y
prevencion de algunas enfermedades (Garcia, 2012) (Herrera, 2006). En la actualidad
existen varios alimentos ricos en &cidos grasos omega entre los cuales estan; nueces,
almendras, mani, semillas de girasol y aguacates, pescados de aguas saladas como el
arenque, bacalao, sardinas y anchoas, aceite de canola, maiz, soja y semilla de lino. El
presente estudio se enfoca en el analisis de la semilla de lino al ser fuente de &cidos grasos

omega 3 (AAL), 6 (AL) y 9 (AO) y al poseer una variedad de usos y beneficios.

La semilla de lino (Linum usitatissimum) es una oleaginosa de origen mediterraneo
conocida alrededor del mundo por su versatilidad al ser utilizada de varias formas: molida,
en semilla, como aceite industrial (secante) o comestible, como harinas y productos
cosmeéticos y para alimentacion humana o animal. En las Gltimas décadas ha surgido un
gran interés por ella en la alimentacién debido al reconocimiento de algunos de sus
componentes como los lignanos, fibra soluble e insoluble y una elevada cantidad de acidos
grasos AAL, AL y AO, estos componentes en especial, han despertado el interés del
consumidor, han incentivado a la industria alimenticia a utilizar la semilla de lino como
ingrediente en la elaboracién de pan, cereales, barras energéticas y galletas (Figuerola,
2008) (Pszczola, 2002) y han potencializado la venta de la semilla en mercados,

supermercados y centros naturistas (EI Hoy, 2008).



Canada es uno de los principales paises productores y exportadores de la semilla de lino
(Linum usitatissimum) que es muy cotizada mundialmente debido a su alta cantidad de
acidos grasos omega 3 (AAL), 6 (AL) y 9 (AO) y sus propiedades nutricionales y
beneficios (Flax Council of Canada, 2013). En el Ecuador se cultiva la semilla de lino
(Linum usitatissimum) en las provincias de la sierra especialmente Carchi, Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Chimborazo y Bolivar y se comercializa generalmente en mercados,
supermercados y centros naturistas (Ecuador Agricultura, 2013). Actualmente no se tiene
estudios suficientes sobre la calidad de la semilla de lino nacional en cuanto a cantidad de
acidos grasos omega, razon por la cual los consumidores compran la semilla de lino
canadiense que si posee esta informacion. Con estos antecedentes y con el objetivo de
determinar la calidad de la semilla de lino ecuatoriana en términos de acidos grasos omega
e incentivar la investigacion y consumo de la oleaginosa nacional, en este trabajo se
estudia y compara la cantidad de acidos grasos AAL, AL y AO de la semilla de lino

nacional con la semilla de lino canadiense.

El primer capitulo de esta disertacion trata de las caracteristicas, historia, variedades,
composicion quimica, distribucion mundial, usos, beneficios, consumo de la semilla de
lino nacional y extranjera, ademas se describe los lipidos, su importancia y clasificacion,
los acidos grasos poliinsaturados entre ellos los omega y finalmente incluye informacién
acerca de los fundamentos de la metodologia de extraccion de grasa por el método Soxhlet
y el método de determinacion y cuantificacion de éacidos grasos por Cromatografia de

gases con detector FID.

El segundo capitulo consta de la informacion experimental de la investigacion, materiales,

reactivos, equipos, métodos AOAC empleados, procedimientos de elaboracion de curvas



de calibracion, muestreo, extraccion de grasa, derivatizacion, diluciones, tratamiento
estadistico de muestras para la determinacion, cuantificacion y comparacion de los acidos

grasos omega de la linaza nacional y extranjera.

En el tercer muestra los parametros de validacion del método, las curvas de calibracion
elaboradas para cada acidos graso de interés, los resultados de grasa total y &cidos grasos
omega de la semilla de lino ecuatoriana y canadiense e incluye el tratamiento estadistico,

analisis y discusion de los datos.

Finalmente el cuarto capitulo incluye las conclusiones y recomendaciones finales del

estudio.



CAPITULO 1

PARTE TEORICA

1.1 EL LINO Y LA SEMILLA DE LINO

1.1.1 CARACTERISTICAS Y CRECIMIENTO DEL LINO

Figura 1.1 Planta de lino (Gallegos, 2008)

La planta de lino (Linum usitatissimum) de la familia Linaceae, es un cultivo anual, de raiz
fibrosa, flor azul, tiene un tallo de 70 a 130 cm que sélo se ramifica en su parte superior, su
fibra tiene excelentes propiedades textiles y de su semilla se extrae el aceite de linaza de
gran valor nutricional e industrial (Castillo et al., 1996).

La semilla de lino es de 4 a 6 mm de longitud, aplanada, de forma oval y con un extremo
aguzado, la cubierta de la semilla es de apariencia suave y brillante y su color puede variar

entre marron oscuro y amarillo claro (Thompson, 2003).



1.1.2 HISTORIA

Desde hace 5000 afios A.C., la civilizacion humana ha consumido la semilla de lino, los
egipcios llevaban dicha semilla en bolsos médicos, mas tarde en la historia, Hipdcrates
declaré en algunos de sus escritos que la semilla de lino era usada para el alivio de dolores
abdominales. Ademas se descubrio que la semilla formo parte de la alimentacion de los

griegos y romanos y fue usada como una fuente para proporcionar energia.

Durante el siglo VIII, el Rey Carlomagno expidié leyes que exigian el consumo de la
semilla de lino por sus subditos, para asegurar su buena salud. En los siglos mas recientes,
el uso de la semilla creci6 en Europa, Africa y ahora en América, esta semilla, junto con la
soja, estd comenzando a ser usada cada vez méas en el mundo de nutricion (Cunnane et al.,

1995).

1.1.3 ESPECIES DE LINO

Las especies de Linum maés notables son:

Linum aquilinum: Planta que se usa en Chile como estomatica y aperitiva. Linum
catharticum: Planta anual de Europa que posee propiedades purgantes débiles, se usa en
Inglaterra, Suecia y Dinamarca. Linum perenne: Crece en Siberia y produce la variedad
procumbens, conocida por producir una buena hilaza. Linum selaginoides: Crece como

arbusto en Per( donde se le usa como aperitivo.



En la presente disertacion la especie de lino que se utiliza es Linum usitatissimum: Planta
mas comun y abundante que crece especialmente en Europa y America (Leclerc et al.,

1867).

1.1.4 CARACTERISTICAS DE CULTIVO DE LA PLANTA DE LINO

Temperatura.- El lino puede soportar una temperatura de 16 — 20°C. Segun el clima se
distinguen: los linos de fibra que se cultivan en climas himedos y suaves y los linos

oleaginosos que se cultivan en climas templados y célidos.

Suelo.- Para el cultivo de lino se ara el suelo un mes antes de implantar el cultivo y una
semana antes de la siembra, ya que debido al pequefio tamafio de la semilla se puede tener

problemas de germinacion en suelos compactos.

Riego: La planta de lino es especialmente sensible a la sequia durante los dias anteriores y
posteriores a la floracién, por lo que requiere abundante agua (aproximadamente de 400-

450 L/m?) y se recomienda disefiar un sistema de riego durante todo el ciclo.

Abono.- Se utilizan abonos nitrogenados para un correcto desarrollo del cultivo y para
obtener buenos rendimientos de fibra de lino, también se utilizan abonos fosforicos para
favorecer el rendimiento en cantidad, tanto de fibra como en la semilla de lino y potasicos

para favorecer la calidad de la fibra.

Herbicidas.- El lino por si solo no se defiende de las malas hierbas por esto es preciso

elegir un herbicida efectivo (Gallego, 2008) (InfoAgro, 2014).



1.1.5 DISTRIBUCION MUNDIAL

Actualmente la semilla de lino (Linum usitatissimum) se cultiva en alrededor de 50 paises,

la mayoria de los cuales estan en el hemisferio norte (Morris et al., 2003).

Segun cifras oficiales de la Food and Agricultural Organization of United Nations (FAO),
correspondientes al afio 2003 - 2008, los mayores productores de la semilla de lino en el
mundo son: Canada con 791.000 toneladas producidas anualmente, seguido por China con
474.000 toneladas, Estados Unidos con 267.000 toneladas, India con 174.000 toneladas, y
Etiopia con 127.000 toneladas (FAO, 2008). A continuacion en el la figura 1.2 se presenta

la distribucion porcentual de produccién de la semilla de lino.

m Canada

H China

M Estados Unidos
M India

M Etiopia

M El resto del mundo

<
<

Figura 1.2 Gréfico de produccién porcentual de la semilla de lino a nivel mundial



1.1.6 COMPOSICION NUTRICIONAL

La semilla de lino (Linum usitatissimum) es considerada un alimento funcional debido a su
alto contenido de fibra total, proteina, lignanos y perfil de acidos grasos poliinsaturados en
el cual predomina su elevado contenido de acidos grasos omega 3, 6 y 9 (Bender, 1993)
(Figuerola, 2008). La composicion quimica de la semilla de lino se encuentra detallada en

la tabla 1.1 a continuacion:

Tabla 1.1 Composicion quimica de la semilla de lino referida a 100g de producto

(McKevith, 2005)

Energia (kcal/kJ) 492 — 699/ 2.059

Grasa (% del total | Acidos grasos Miristico 0
de &cidos grasos) saturados Palmitico 1,8-53
340-478 Esteérico 14-41
Acidos grasos Palmitoleico 0
monosaturados | Oléico (AO) 20,1-27,7
Acidos grasos | Linoléico (AL) 12,7-22,4
poliinsaturados | Linolénico (AAL) | 53,3 57,3 (Hasta
85%) (Chen, 2001)

Proteinas (q) 19,5 - 23,7
Carbohidratos (g) 34,3
Fibra (g) 25,8 27,9
Magnesio (mg) 362
Calcio (mg) 199

La semilla de lino ademas contiene: fibra dietética, de la cual una tercera parte es fibra
soluble y el resto fibra insoluble, lignanos, aminoacidos como: Alanina, Arginina, Acido
aspartico, Cistina, Acido glutamico, Glicina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina,
Metionina, Fenilalanina, Prolina, Serina, Treonina, Triptofano, Tirosina y Valina,
vitaminas como: &cido ascorbico,

tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina, &cido

pantoténico, &cido folico, biotina, vitamina E y K y minerales entre los que se destaca el
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contenido de calcio, cobre, magnesio, manganeso, fésforo, potasio, sodio y zinc (Figuerola,

2008) (Morris, 2007).

La composicion de la semilla de lino en general puede variar dependiendo de la genética,
el medio ambiente, el procesamiento de la semilla y el método de analisis utilizado (Flax

Council of Canada, 2013).

1.1.7 SEMILLA DE LINO CANADIENSE

Canada es uno de los principales paises productores de lino (Linum usitatissimum). Las
zonas de cultivo son: Alberta, Manitoba, Nueva Brunswick, Nueva Escocia, Isla del
Principe Eduardo, Saskatchewan. La semilla de lino es una parte importante de la
agricultura canadiense, razén por la cual Canada ha creado “The Flax Council of Canada”
organizacion conformada por los productores, transportistas y exportadores de granos de
Canada, que se enfocan en el desarrollo de mercados de la semilla de lino canadiense, su
investigacion, distribucion de informacion cientifica y promocion.

Las semillas canadienses de lino (Linum usitatissimum) son pequefias, de forma

almendrada y de color café o amarillo.

Figura 1.3 Semilla de lino (Linum usitatissimum) Canadiense café



La semilla de lino canadiense café es la que mas se cultiva en Canad4, contiene 41% de
grasa, 20% de proteina, 28% de fibra dietética total, 7.7% de humedad y 3.4% de ceniza,
(Canadian Grain Commission, 2001) es muy cotizada a nivel mundial por su elevada
cantidad de acidos grasos que se observa en la figura 1.4 a continuacion y es la semilla que

se utiliza en el presente estudio.

=
Acidos groses
safuradas
—‘ 9 %
Acides grasos poliinsaturados Acidos grases
Omega-3s . monoinsafurados
57 % Acidos groses poliinsaturades 18 %
Omega-s
16 %

Figura 1.4 Composicidn de &cidos grasos en el aceite de semilla de lino canadiense

(Morris, 2007)

1.1.8 SEMILLA DE LINO ECUATORIANA

Segun la base de datos y la revision de la colecciéon del Herbario QCA de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Escuela de Ciencias Bioldgicas de la PUCE, en el Ecuador
continental se cultiva la semilla de lino de la especie Linum usitatissimum (Anexo 3) en las

provincias de la sierra especialmente Carchi, Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Chimborazo
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y Bolivar (Ecuador Agricultura, 2013). Es una semilla de color café cobrizo, aplanada y

alargada de la cual no se tiene informacion nutricional.

Figura 1.5 Semilla de lino (Linum usitatissimum) Ecuatoriana

1.1.9 USOSY BENEFICIOS ACTUALES DE LA SEMILLA DE LINO

La semilla de lino como secante:

El aceite de la semilla de lino obtenido por prensado en frio es refinado, limpiado,
desflemado, empalidecido, filtrado y afiadido a materiales secantes para ser usado en la
industria de barnices. Ademas el aceite de la semilla de lino se usa como material de

partida para la confeccion de pinturas (Laubsch, 1979).

La semilla de lino como producto cosmético:

Al hervir las semillas de lino en agua se produce un gel de consistencia viscosa, el cual
aprovecha la industria para preparar shampoo, balsamos suavizantes y geles de fijacion
para cabello dafiado y también ocupa la industria cosmética para producir cremas y

mascarillas que mejoran el estado general de la piel (Morales, 2004).
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La semilla de lino como alimento animal:

La semilla de lino se usa como alimento para los animales y existen varios estudios al
respecto: En USA se demostro que el alimentar al ganado para produccion de carne de res
con una racion de alimento que contenga semillas de lino, incrementa el contenido de
acido alfa linolénico (AAL) y &cido linoléico conjugado (ALC) en la carne de res (Morris,
2007). En PerG se confirmo6 que las vacas alimentadas con semillas de la planta de lino
(Linum usitatissimum), producen lacteos mas nutritivos, enriquecidos con acidos grasos
omega 3 (AAL) y menos grasa saturada (Bobe, 2013). En Colombia se realizé un estudio
con el objetivo de enriquecer los huevos de gallina con acidos grasos omega 3 (AAL)
mediante la inclusion de semillas de lino en la dieta, en este estudio se descubrid que es
posible enriquecer la yema de huevo de gallina hasta con un 10,1 % de omega 3(AAL)
mediante la inclusién de un 15 % de semilla de lino en la dieta de las gallinas (Diaz et al.,
2009). En el Ecuador se realizd un estudio de la inclusion de semilla de lino en la
alimentacion de las codornices y se descubrid que tiene un efecto positivo sobre la
concentracion de los acidos grasos omega 3 (AAL) en los huevos de consumo (Toapanta,
2010). Ademaés en Ecuador en la provincia de Cotopaxi se evalud la factibilidad de la
utilizacion de las semillas de lino como suplemento alimenticio en la fase de crecimiento y

engorde de cuyes, estudio del cual se obtuvo resultados positivos (Centeno et al., 2012).

Semilla de lino como aceite de mesa:

El aceite de la semilla de lino se extrae utilizando prensas creadas especialmente para
aceites vegetales. El aceite comestible de las semillas se vende en botellas y se lo consume
generalmente frio como aderezo para ensaladas (Flax Council of Canada, 2013) (Vaisey,
2003). Sin embargo los altos niveles de acido graso alfa linolénico y en general su alto

contenido de &cidos grasos poliinsaturados, otorgan al aceite de lino la propiedad de ser
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inestable y susceptible a la oxidacion, debido a ello su uso como aceite comestible es
limitado (Devinar et al., 2010). Entre los estudios cientificos del aceite de semillas de lino
estd: En USA se comparo0 el efecto de consumo de aceite de nuez de nogal con aceite de
lino en hombres y mujeres con hipercolesterolemia moderada, el estudio reveld que el
consumo de aceite de las semillas de lino tiene efectos positivos y reduce el colesterol

(Zhao, 2007).

La semilla de lino en la industria alimenticia:

La industria panificadora utiliza las semillas de lino como ingrediente en panes integrales y
galletas, sin embargo se recomienda moler las semillas de lino primero para mejorar su
digestion y asi obtener una harina la cual se usa en diversos tipos de alimentos como:
productos de reposteria, cereales de desayuno, “snack”, barras nutritivas, bebidas
nutricionales, helados y postres (Pszczola, 2002). Existen varios estudios al respecto: En
México se realizd un estudio del valor nutritivo de panes integrales con Chia y semilla de
lino y se encontrdé que los panes poseen propiedades funcionales por el alto contenido de
fibra, &cidos grasos omega y ligera capacidad antioxidante. (Bautista et al., 2008). En Chile
se realiz6 una caracterizacion funcional de harinas de semilla de lino y su uso en barras de
cereales y se obtuvo que las barras elaboradas con harina de semillas de lino se podrian
considerar como alimentos funcionales al tener una mejora en su composicion nutricional y
un alto aporte de fibra (Olavarria, 2012). En Honduras consumen la semilla de lino (Linum
usitatissimum) en una bebida tradicional de la cual se realiz6 una evaluacion preliminar y
se obtuvo resultados positivos (Benavides, 2004). En Peru se descubrid efectos positivos
en lactantes tras consumir papillas de harina de semilla de lino (Macedo, 2007). En Chile,
consideran a la oleaginosa como un alimento nutritivo y beneficioso para la salud, por lo

cual se desarrollé una formulacion de mousse de semilla de lino (Linum usitatissimum)
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(Hazbun et al., 2006). En el Ecuador se desarrollo un yogurt tipo Il con la utilizacion del
gel de las semillas de lino como estabilizante natural y se evalu6 su calidad, de este estudio

se obtuvo resultados satisfactorios (Salagata, 2010).

La semilla de lino como medicina alternativa

En el Ecuador la semilla de lino se consume como ingrediente en los frescos, brebajes
medicinales tradicionales, que generalmente se venden en carritos ambulantes o en
mercados de las ciudades. Son famosos al tener grandes propiedades medicinales para el
cuerpo (Pazos, 2002). En las tiendas naturistas del Ecuador se vende la semilla mezclada
con noni y espirulina o con noni, stevia y pitahaya, se recomienda consumir una cucharada
en agua, jugo o yogurt. Esta mezcla es muy conocida por poseer una gran cantidad de
beneficios. El aceite de la semilla de lino también se consume en cépsulas y es vendido

como complemento alimenticio (Flax Council of Canada, 2013).

Internacionalmente se ha realizado varios estudios de la semilla de lino para comprobar sus
beneficios: En Brasil se ha comprobado mediante un estudio que la semilla de lino
contribuye como tratamiento de la obesidad a largo plazo tras cirugia baridtica (método
para la pérdida de peso), debido al control de las sensaciones de apetito y saciedad
(Menegati et al., 2012). En USA se realiz6 un estudio que descubrié efectos
cardioprotectores de la semilla de lino en conejos que fueron alimentados con la oleaginosa
(Ander, 2004). En Colombia se realiz6 un estudio del efecto del consumo de la semilla de
lino en el perfil lipidico, el control del cancer y como terapia de reemplazo hormonal en la
menopausia por medio de una revision sistematica de ensayos clinicos aleatorizados y se
determind que el consumo de la semilla genera pequefios cambios en la concentracion de

los lipidos sanguineos, mejora la sintomatologia en mujeres menopausicas, promueve la
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reduccion de indices de proliferacion tumoral y el aumento de apoptosis en cancer de
mama Yy prostata y en definitiva la evidencia favorece a la semilla de lino como una
alternativa en la terapia coadyuvante del tratamiento de cancer de mama y de prostata, y en

la reduccion de sintomas durante la menopausia (Alzate, 2010).

1.1.10 CONSUMO DE LA SEMILLA DE LINO

La semilla de lino debe ser consumida con moderacion por la elevada cantidad de fibra que
posee; su ingesta excesiva puede afectar a la digestidn, por lo que se recomienda consumir
5 g de aceite de la semilla u 8 g de semilla de lino molida diariamente, que proporciona la
cantidad necesaria de AAL para satisfacer las necesidades alimenticias y obtener los

beneficios de la oleaginosa (Flax Council of Canada, 2013).

La semilla de lino contiene algunos compuestos antinutricionales como es el caso de
muchas otras plantas; el acido fitico y los glucdsidos cianogenéticos son los principales.

El acido fitico es un poderoso agente quelante de cationes y acomplejador de proteinas y
almidon, estd en cantidades que varian entre 0,8 y 1,5 g/100g del peso seco de la semilla
dependiendo de cada variedad y las condiciones de crecimiento de la planta; estos valores
no son significativos al ser semejantes a los encontrados en mani, fréjol y soya y son
bastante inferiores a los de otras oleaginosas (2 a 5,2 g/ 100g). Los glucdsidos
cianogenéticos tienen la capacidad de liberar cianuro por hidrélisis acida o enzimatica que
ocurre cuando la semilla se dafia. El contenido de glucésidos cianogenéticos en la semilla
de lino varia con la variedad, condiciones ambientales y la edad de la semilla, reduciéndose
el contenido desde 5,0 g/100g en las semilla inmaduras a 0,1 g/100g en las maduras. Para

reducir el contenido de este antinutriente se recomienda consumir la semilla tostada,

15



horneada 0 expuesta a algun tratamiento térmico, con el cual se ha comprobado que se

reduce la aparicion del antinutriente en un 83 — 100%. (Figuerola et al., 2008)

1.2 LIPIDOS

Los lipidos conocidos normalmente como grasas, estan presentes en todo momento en
nuestras vidas. Los utilizamos en nuestra alimentacion, en nuestro aseo e higiene, en la
conservacion de nuestra salud y en innumerables productos y objetos que utilizamos y

consumimos diariamente (Valenzuela, 2012).

1.2.1 PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICAS

Los lipidos conforman un grupo grande y heterogéneo de sustancias de origen biolégico.
Son insolubles en agua pero facilmente solubles en disolventes organicos poco polares
como el metanol, la acetona, el cloroformo y el benceno (Pefia et al., 2004).
Estructuralmente se caracterizan por poseer cadenas relativamente largas, con composicién
predominante de carbono e hidrogeno y por una relativa falta de oxigeno, lo que les

confiere su caracter hidrofébico.

1.2.2 FUNCIONES

Los lipidos poseen varias funciones entre las cuales estan: forman la estructura de
membranas bioldgicas; son la reserva energética mas significativa de los seres humanos y
animales; sirven como aislantes contra traumatismos y cambios de temperatura; actian en
micro cantidades como agentes activadores o reguladores del metabolismo y desempefian
funciones especiales en el organismo de los seres vivos al actuar como hormonas,

mediadores y segundos mensajeros en importantes funciones biologicas (Gutiérrez, 2000).
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1.2.3 CLASIFICACION

Los lipidos se clasifican en saponificables e insaponificables.

Los lipidos saponificables son ésteres de un alcohol y uno o mas &cidos grasos y se
caracterizan por sufrir saponificacion, que consiste en la hidrolisis basica de un éster
originando una sal del acido carboxilico (jabon) y un alcohol. En funcion del tipo de
alcohol, estos lipidos se clasifican en acilglicéridos o grasas simples, céridos, fosfolipidos

y glucolipidos.

Los lipidos insaponificables son aquellos que no tienen acidos grasos en su composicion,
tampoco son ésteres y, por tanto, no sufren saponificaciones. Entre estos lipidos destacan
los terpenos, las prostaglandinas y los esteroides (Sanchez, 2004). La clasificacion

completa se presenta en la figura 1.6 a continuacion.

ACILGLICERIDOS

SIMPLES

CERIDOS

SAPONIEIC S CEFALINAS
APONIFICABLE FOSFOLIPIDOS

LECITINAS

PLASMALOGENOS
MIELINAS

LIPIDOS

CEREBROSIDOS

GLUCOLIPIDOS

GANGLIOSIDOS

TERPENTENOS

INSAPONIFICABLES ESTEROIDES

PROSTAGLANDINAS

Figura 1.6 Clasificacion conceptual de los lipidos (Ruiz, 2011)
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1.3 TRIGLICERIDOS

Son los lipidos saponificables mas abundantes y sencillos, contiene acidos grasos como
elementos sillares constituyentes, frecuentemente son designados con los nombres de
grasas simples, triacilgliceroles, grasas neutras o triglicéridos. Como su nombre lo indica,
los triacilgliceroles estan compuestos de tres residuos de &cidos grasos esterificados y un
alcohol de tres carbonos (glicerol) como se muestra en la figura 1.7. Son sustancias
apolares, insolubles en agua. Funcionan como almacen de energia en los animales y son la

clase de lipidos méas abundantes (Melo et al., 2006).

) Acilo graso
LaleCprod
o . Emtmarnilo
] li 7 lackto esteanico)
H 4D ECH3CHZCHZCHCH CHCHy CHCHaCH o CH3 CHCHCHCHCH,CH Olecilo
o . . .
| 7 lbckdo oleico)
CHOCCHsCH-CH sCHaCH s CHa CHaCH — CHCHa CHaOH 2 CHaCH CHa CHaCHy
0 Linolecllo

. " Uiscido inoleico)
CCH3CHyCHaCHCHsCHaCHCH= CHCH; CH= CHCH3CH3CHCHSCH,y

Un triacilglicero

Figura 1.7 Estructura de un triglicérido (Fornaguera, 2007)

1.4 ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos son las unidades estructurales basicas de los lipidos saponificabes. Son,
junto con los azucares, la principal fuente de energia para nuestro organismo. Se
caracterizan por ser ricos en energia metabolica sin embargo los que no se utilizan de

inmediato se almacenan en forma de grasas, ademas forman parte fundamental de las

18



membranas de nuestras células y segin su composicion deriva su funcionalidad (FAO,
2008).

Quimicamente son cadenas lineales de hidrocarburos con un grupo carboxilo (COOH) en
un extremo y un metilo (CHz) en el otro, pueden tener o no dobles enlaces (instauraciones)
entre sus carbonos. Poseen nimero par de &tomos de carbono y son compuestos insolubles

en agua y muy solubles en solventes organicos apolares.

1.4.1 PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICAS

Las propiedades quimicas de los acidos grasos derivan por una parte, de la coexistencia de
la presencia de un grupo carboxilo (hidrofilico) y por otra parte de la existencia de una
cadena hidrocarbonada (hidrofébica) en la misma molécula, que convierte a los acidos
grasos en moléculas débilmente anfipaticas. El caracter anfipatico es tanto mayor cuanto
menor es la longitud de la cadena hidrocarbonada. Ademas, como acidos carboxilicos que
son, los acidos grasos reaccionan con bases para formar sales ionicas. La solubilidad en
agua de dichos acidos decrece a medida que aumenta la longitud de la cadena. El punto de
fusién estd condicionado por la longitud y el grado de insaturacion de la cadena
hidrocarbonada de los acidos grasos. Los acidos grasos insaturados son muy susceptibles a

la oxidacion, la cual aumenta con el numero de dobles enlaces (Calvo, 2004).

Entre las propiedades fisicas de los &cidos grasos se destaca que la presencia de dobles
enlaces en los acidos grasos aumentan la fluidez y hace a la grasa liquida, mientras que la
ausencia de dobles enlaces y la presencia de simples enlaces en los acidos grasos,

disminuye la fluidez y hace que la grasa sea solida.
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1.4.2 FUNCIONES

En el metabolismo, los acidos grasos son punto de partida para la sintesis de sustancias con
accion similar a las hormonas, que se manifiestan potenciando o inhibiendo procesos
inflamatorios. Ademas, de la composicion en cantidad y tipo de acidos grasos, dependen
los niveles de colesterol y triglicéridos del suero humano, asi como la fluidez de la

membrana de los globulos rojos (Gil, 2010).

1.4.3 CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

Los acidos grasos se subdividen en tres grupos segun el grado de insaturacion: Los acidos
grasos saturados que no poseen dobles enlaces, los acidos grasos monoinsaturados que
poseen un doble enlace y los poliinsaturados que se caracterizan por tener dos 0 mas
dobles enlaces en su estructura. Estos acidos grasos por regla general poseen un nimero
par de atomos de carbono y estructuras no ramificadas. Los acidos mas comunes de estos

grupos se encuentran en la figura 1.8.

| Acidos Grasos |

Saturados | [ Insaturados ]
Butirico C4:0 / \
Caproico C6:0
Caprilico C8:0 [Monoinsaturados] [ Poliinsaturados ]
S Ao Palmitoleico  C16:1 ~—
Sfurice (:12:0 Oleico c18:1 \\
Miristico C14:0 Gadoleico c20:1 ST
Palmitico C16:0 Erdcico 22:1
Estedrico c18:0 : [ Omega-6 ] [ Omega-3
Araquico c20:0 Linoleico C18:2w-6 a-linolénico C18:3w3
Behénico c22:0 y-Linolénico C18:3w-6 EPA C20:5w3
Lignocérico  C24:0 Araquidénico  C20:4w-6 DHA C22:6w3

Figura 1.8 Clasificacion de los acidos grasos (Cano, 2008)
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Los acidos grasos saturados se clasifican segun su longitud de cadena, pueden ser:
- Acidos grasos de cadena corta: 2 — 4 carbonos
- Acidos grasos de cadena media: 6 — 12 carbonos
- Acidos grasos de cadena larga: 14 — 22 carbonos

- Acidos grasos de cadena muy larga: 24 o mas carbonos (FAO, 2008)

Los &cidos grasos poliinsaturados también se clasifican segun el lugar que ocupa el primer
doble enlace respecto al carbono omega de la estructura. Se reconocen tres tipos de acidos

grasos poliinsaturados: Acidos grasos omega 3, omega 6 y omega 9.

Ademas todos los &cidos grasos con dobles enlaces naturalmente se clasifican segun su
estructura en el espacio, en la cual la presencia de un doble enlace ofrece la posibilidad
estructural de que los hidrégenos en relacion al doble enlace se sitden en el mismo plano,
en este caso la configuracion es “cis”, y cuando los hidrdgenos se sitian en planos

diferentes la configuracion es “trans”, como se observa en la Tabla 1.2 (McMurry, 2012).

Tabla 1.2 Configuracion cis y trans

c=C H
— \ /
/N =X

H H H
Configuracion CIS Configuracion TRANS
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1.5 ACIDOS GRASOS OMEGA

Los acidos grasos omega son nombrados usando la letra griega ®. Son &cidos grasos
insaturados que han sido clasificados como omegas debido a la posicion del primer doble
enlace, el cual se cuenta desde el grupo metilo (CH3), que es el ultimo carbono de la

cadena y es llamado carbono "omega”.

Se clasifican segun su interes bioldgico en:

% Acidos grasos esenciales (omega 3 y omega 6) son los que no pueden ser
biosintetizados en el organismo y por tanto es necesario consumirlos en la dieta
para importantes funciones corporales.

< Acidos grasos no esenciales (omega 9) son los que pueden ser sintetizados en el

organismo (Velasquez, 2006).

Los &cidos grasos omega poseen una gran cantidad de beneficios entre los cuales estan:
promueven una piel juvenil y un cabello saludable; apoyan la funcién o accién adecuada de
la tiroides y de las suprarrenales y de esta manera refuerzan la inmunidad; se requieren
para un crecimiento y energia normal; promueven la sangre saludable, nervios y arterias y
son importantes en el transporte y descomposicion del colesterol y en general cumplen un
papel de equilibrio y balance en la alimentacion ofreciendo potenciales beneficios para la

mantencién de la salud y prevencidon de algunas enfermedades (Pitchford, 2007).

15.1 CLASIFICACION

Dentro de la clasificacion de acidos grasos omegas se encuentran el omega 3,6y 9.
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152 OMEGA3

Existen tres tipos de acidos grasos omega 3, el acido alfa linolénico, eicosapentaenoico y

docosahexaenoico que se describen a continuacion:

Tabla 1.3 Nomenclatura, definicion y fuentes de acidos grasos omega 3 (Tribole,

2007) (Dufour, 2007)

Acido Graso Abreviatura | Notacién Definicion Fuentes
Alfa ALA C18:3 w3 | Es un acido | Aceite de linaza,
linolénico poliinsaturado de | canola,  maiz,

18 atomos de | soja y vegetales
carbono y tres |de hoja verde
dobles enlaces. como la
espinaca

Eicosapentaenoico | EPA C20:5 03 | Acido graso
poliinsaturado de
20 atomos de | Pescados de
carbono y cinco | aguas saladas:
dobles enlaces. arenque,
Docosahexaenoico | DHA C22:6 ®3 | Acido graso | bacalao,
poliinsaturado de | sardinas y
22 atomos de | anchoas
carbono 'y seis
dobles enlaces.

El principal de este grupo es el &cido graso alfa linolénico cuyo doble enlace inicia entre el

carbono 9 y el 10:

O
J‘k/\/\/\/ : - 3 S
HO" 1~ o 1T N1 T

Figura 1.9 Estructura del &cido alfa linolénico omega 3
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1.5.3 OMEGA®G

Dentro de este grupo se encuentra el &cido linoléico, gama — linoléico y araquidénico que

se describen a continuacion.

Tabla 1.4 Nomenclatura, definicion y fuentes de los acidos grasos omega 6 (Soler,

2007)

Acido Graso

Abreviatura

Notacién

Definicion

Fuentes

Linoléico

AL

C18:2 w6

Acido graso
formado por una
cadena de 18
carbonos y dos
dobles enlaces.

Aceite de canola,
girasol, linaza,
maiz, soya, granos,
leguminosas; la
mayoria verduras,
frutas y productos
de origen vegetal.

Gama-
linoléico

AGL

C18:3 w6

Acido graso
poliinsaturado de
18 &tomos de
carbono y tres
dobles enlaces.

Aceites vegetales,
leguminosas y
visceras de
animales.

Araquiddnico

AA

C20:4 06

Acido graso
poliinsaturado de
20 &tomos de
carbono y cuatro
dobles enlaces.

Carne roja vy
blanca de origen
animal, productos
lacteos, aceite de
soja, de maiz,
girasol,  huevos,
cacahuates y la
alga marina nori.

El principal de este grupo es el acido graso linoléico el cual posee su primer doble enlace

entre carbono 9 y 10:
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Figura 1.10 Estructura del acido linoléico omega 6

154 OMEGAY9

Es un &cido graso monoinsaturado no esencial clasificado como omega 9. Los &cidos

grasos omega 9 principales son el acido oléico y erucico que se describen en la siguiente

tabla.

Tabla 1.5 Nomenclatura, definicion y fuentes de los acidos grasos omega 9 (Bartrina,

2010)
Acido Graso | Abreviatura | Notacion Definicion Fuente
Oléico AO C18:1 w9 | Acido graso | Grasas vegetales y
formado por una | animales, aceite de
cadena de 18 | oliva, girasol,
carbonos 'y un |canola y linaza,
doble enlace. nueces, almendras,

mani, semillas de
girasol y aguacates.
Erdcico AE C22:1 ®9 | Acido Graso | Canola y semillas
formado por una | de mostaza

cadena de 22
carbonos 'y un
doble enlace

El &cido principal de este grupo es el acido graso oléico el cual posee el doble enlace entre

el carbono 9y 10:

25



Figura 1.11 Estructura del acido oléico omega 9

1.6 EXTRACCION DE GRASA

La extraccién es una de las operaciones basicas del laboratorio. Se define como la accién
de separar una fraccion especifica de una muestra dejando el resto lo mas integro posible.
Existen tres tipos de extraccion: 1) Extraccion Solido — Liquido 2) Extraccion liquido —

Liquido y 3) Extraccion Gas — Liquido (Lamarque et al., 2008).

1.6.1 METODO SOXHLET

Es el método de extraccion continuo sélido - liquido mas antiguo para la extraccion de
compuestos organicos en matrices sélidas. Desarrollado en 1879, sigue siendo hoy en dia,
una técnica aceptada que se basa en el reparto selectivo del soluto (grasa) entre dos fases

no miscibles: una acuosa (muestra) y una organica (solvente).

El equipo Soxhlet posee varias partes que se detallan a continuacion.
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god Condensador
“— Agua
Cémara da _
exiraccion Dedal con
~ muestra
|~ Braro para
sifan
Vapar 7
& i
Condensado
_ aolvente

Figura 1.12 Equipo Soxhlet (Guarnizo et al., 2009)

Experimentalmente la extraccion consiste en colocar la muestra solida a extraer,
previamente molida y pesada, en un cartucho de celulosa que se introduce en una camara
de extraccidn conectada por una parte a un balén de destilacion y por otra a un refrigerante.
El disolvente de bajo punto de ebullicion, (éter dietilico, éter de petréleo 6 n-hexano)
contenido en el bal6n se calienta a ebullicion, el vapor asciende por el tubo lateral y se
condensa en el refrigerante, cayendo sobre la muestra. El solvente caliente empieza a llenar
el dedal y extrae el compuesto deseado a partir del material vegetal, una vez que el dedal se
Ilena con solvente, el brazo de la derecha del sistema actia como un sifon y el solvente, el
cual contiene el compuesto deseado disuelto, regresa al balon. El proceso de vaporizacion,

condensacion , extraccion y evacuacion se repite varias veces, y al final el extracto graso se
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concentra en el balon el cual es pesado y su contenido es calculado gravimetricamente

(Lamarque et al., 2008).

Las ventajas mas importantes de la extraccion Soxhlet son el contacto continuo de la
muestra con una porcién fresca de disolvente, simplicidad, bajo costo de adquisicién y la
posibilidad de procesar grandes cantidades de muestra. Dentro de sus limitantes estan: El

tiempo necesario para la extraccion y los volumenes elevados de disolvente.

El éxito de la extraccion depende del pre tratamiento de la muestra que generalmente
comprende la adecuada fragmentacion de la muestra la cual debe hacerse de tal manera que
haya suficiente superficie de contacto entre la muestra y el solvente y la seleccion del
solvente el cual debe ser de preferencia no polar, con bajo punto de ebullicion, con alta

pureza, facil recuperacion, volatilidad media y baja toxicidad (Verdini, 2013).

1.7 DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

Actualmente los equipos técnicos mas empleados para la determinacion de acidos grasos
en grasas y aceites son:

o Espectroscopia infrarroja: No demanda el uso de disolventes, actualmente con
sofwares estadisticos se puede manipular facilmente la informacién espectral y se
puede realizar calibraciones multivariantes, ofrece la posibilidad de remplazar
métodos tradicionales ya que es una técnica rapida y no destructiva sin embargo
es muy costosa.

o Cromatografia de gases:
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= Existen dos metodos oficiales uno para grasas y aceites que emplea una
columna capilar y otro para margarinas que usa una columna empacada; en
ambos métodos la cromatografia de gases esta acoplada a un detector de
ionizacion de llama FID, de los dos métodos el mas utilizado es el de
cromatografia de gases con columna capilar acoplado a un detector de
ionizacion de llama, se caracteriza por ser un método versatil para
determinacion de compuestos organicos incluyendo acidos grasos, ademas
es confiable, sensible, robusto, relativamente de bajo costo en comparacion
a otros métodos y facil de adquirir razon por la cual es el método
seleccionado para realizar el presente estudio.

= Cromatografia de gases acoplada con espectrometria de masas: Este equipo
es conveniente para la determinacion de posicidn de los dobles enlaces sin
embargo es un método muy costoso en términos de adquisicion y

mantenimiento de equipos (Hernandez, 2010).

1.7.1 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA CON IONIZACION DE

LLAMA (FID)

La cromatografia de gases es un equipo de separacién de compuestos organicos e
inorganicos térmicamente estables y volatiles. Existen dos tipos de cromatografia de gases:
La cromatografia gas — sélido y la cromatografia gas — liquido, la m&s comdn es la
cromatografia gas — liquido la cual es una técnica de separacion que tiene como objetivo

separar las mezclas de muestras complejas en fase gaseosa.
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1.7.1.1 COMPONENTES DEL CROMATOGRAFO DE GASES ACOPLADO CON

IONIZACION DE LLAMA (FID)

El cromatografo de gases tiene los siguientes componentes:

Electrodo
colector :
Jeringa \ Registro
= Amplificador =
Trampa de
oxigeno -&
ﬂ-c Qp N (Gases de

\ ;2

Valvulas de
requlacion

/ N\ \WANY/ S/ Tratamiento de datos

‘{% Gas de apoyo

Columna

Horno

Figura 1.13 Componentes del equipo de cromatografia de gases (Consejo Superior de

Investigaciones Cientificas, 2008)

Gas portador: Es un gas de elevada pureza y naturaleza inerte frente al material de la

columna y los compuestos de la muestra, que transporta la muestra a lo largo del sistema

cromatografico.
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Inyector: Los dispositivos de inyeccion de muestras para cromatografia de gases
vaporizan la muestra a analizar y la incorporan a la corriente del gas portador que se dirige

hacia la columna.

Columna: En cromatografia la columna es el elemento auténtico de separacion de los
componentes de la muestra. Son tubos normalmente de vidrio con diferentes diametros y
materiales, en cuya pared se dispone la fase estacionaria que es una sustancia en la cual
ocurre la separacion de los componentes de la muestra por interacciones especificas. Se

distinguen columnas empaquetadas y capilares, siendo las ultimas las méas usadas.

Horno: Mantiene la temperatura de la columna con gran precision.

Detector: Es un dispositivo que revela la presencia de los componentes de la muestra a la
salida de la columna cromatografia y ofrece, al mismo tiempo, una sefial proporcional a la
cantidad de substancia que pasa por él. Existen varios tipos de detectores como el detector
de conductividad térmica, de ionizacién de llama, captura de electrones, fotometria de
Ilama y espectroscopia de masas. Para su seleccién se toma en cuenta la naturaleza de la
muestra a analizar, sensibilidad, linealidad, ruido y limite de deteccion. En este estudio se
ha empleado el detector de ionizacion de Ilama FID, es un quemador de
hidrégeno/oxigeno, donde se mezcla el gas portador y analito con hidrdgeno, este gas
mezclado se enciende mediante una chispa eléctrica, produciéndose una llama de alta
temperatura. La mayoria de compuestos organicos al someterse a altas temperaturas
pirrolizan. El detector responde virtualmente a todos los compuestos que pueden
pirrolizarse, produciendo una sefial la cual es procesada por un sistema integrador de

adquisicion de datos, que permite la visualizacion de los datos mediante una computadora
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y es proporcional a la cantidad del compuesto presente, esta informacién se presenta en un
cromatograma donde cada pico o grupo de picos pertenecientes a los compuestos
separados, es identificado por comparacion con sus respectivos tiempos de retencion y por
correspondencia visual con un cromatograma estandar. Algunas ventajas del detector FID
son: buena sensibilidad, amplio intervalo lineal de respuesta, sencillez en su manejo,
robustez, una excelente adaptabilidad a la mayoria de los tamafios de las columnas, ademas
posee bajo ruido de fondo. Una desventaja del detector es que se trata de un detector

destructivo de la muestra (Skoog et al., 2008).

1.7.1.2 FUNCIONAMIENTO DEL CROMATOGRAFO DE GASES ACOPLADO

CON IONIZACION DE LLAMA (FID)

Para realizar una separacion mediante cromatografia de gases - FID, se inyecta una
pequefia cantidad de muestra que se vaporiza y es arrastrada por una corriente de un gas
inerte a elevada temperatura, esta corriente de gas atraviesa la columna cromatografica en
la cual guedan retenidos, por medio de un mecanismo de particion o adsorcion, algunos
componentes de la muestra que son afines a la naturaleza de la fase estacionaria y los que
no son afines permanecen en la fase movil y son los que se detectan primero mediante un
detector que envia una sefial que se refleja en forma de picos en una grafica que relaciona
voltaje o sefial eléctrica vs tiempo de retencidn, cada pico correspondiente a un compuesto
de la muestra que se identifica observando el tiempo de retencion que es el tiempo que ha
quedado retenido el analito en la columna y comparando el tiempo de retencion con los

tiempos de retencion obtenidos con estandares en el mismo cromatografo (Cases, 2007).

Una separacion optima depende de la seleccion correcta de la columna cromatogréfica, del

constante flujo del gas portador en el equipo, la introduccion adecuada de la muestra, la
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mantencion de una presion estable, la mantencion de una temperatura correcta en cada
compartimiento del equipo, la deteccion adecuada de los tiempos de retencion de cada
componente separado de la muestra y la disposicion de un detector de amplio espectro al

fin de la separacion (Quirés, 2006).

1.7.1.3 DERIVATIZACION DE ACIDOS GRASOS PARA CUANTIFICACION POR
CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA CON IONIZACION DE LLAMA

(FID)

La derivatizacion es un proceso preparativo de muestra que se realiza para mejorar las
caracteristicas de deteccion del analito. En el caso de la cromatografia de gases se
derivatiza para obtener especies mas volatiles y no tener que usar temperaturas demasiado

altas que puedan descomponer los analitos en el equipo.

Al momento de elegir el reactivo derivatizante y por tanto las condiciones de reaccion se
da importancia principalmente al grupo funcional de la molécula y la presencia de otros
grupos funcionales o labiles, en el caso de los &cidos grasos se considera que en la
naturaleza se encuentran principalmente en la forma de triglicéridos (Figura 1.7) que
pueden ser hidrolizados a acidos grasos libres, y posteriormente metilados para formar los
metilesteres de acido graso (las siglas son FAMEs: Fatty Acid Methyl Ester), para el efecto
se utiliza la transesterificacion como método de derivatizacion, en esta reaccion una
molécula de triglicérido reacciona con un alcohol, generalmente ligero como el metanol,
bajo la accion de un catalizador como el hidroxido de sodio o potasio, para formar una
mezcla de esteres de acidos grasos y glicerina, esta reaccién se observa en la figura 1.14 a

continuacion (Montero et al., 2003).

33



Catalizador

?H—O—CO—RZ + 3CH~OH <——= CHs~0-CO-R; + ?H—OH
CH~0-CO-R3 CH~0-CO-R;  CH~OH

?HZ-O-CO—R1 CH3-0-CO-R; (IJHz-OH

Triglicérido Metanol Esteres metilicos de

5 Glicerina
Acidos Grasos

Ri: Cadena Carbonatada del acido graso

Figura 1.14 Reaccion de transesterificacion para formacion de esteres metilicos de

&cidos grasos (Montero et al., 2003)

1.7.1.4 CUALIFICACION Y CUANTIFICACION EN CROMATOGRAFIA DE

GASES

Determinaciones cualitativas: Se toma en consideracion los datos de tiempos de

retencion para caracterizar o identificar la muestra.

Determinaciones cuantitativas: En cromatografia de columna la sefial analdgica generada
por el detector se registra en forma de picos cromatograficos. El area bajo estos picos
puede integrarse y relacionarse con la composicion de muestras desconocidas. Existen tres
métodos principales de cuantificacion:

- Normalizacion de area: Este método consiste en medir el area bajo cada pico
cromatografico individual, sumando todas éstas areas de los picos se obtiene el area
total calculada. El porcentaje en volumen de los componentes individuales se
obtiene multiplicando el area calculada individual por 100 y luego dividiéndola

para el area total calculada.
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- Patron interno: Se preparan estandares que contienen los componentes de la
muestra a analizar. A cada uno de ellos se afiade una cantidad conocida del llamado
patron interno. Como la cantidad de patron interno afiadida a la muestra problema
es conocida puede calcularse la cantidad desconocida de componente.

- Calibracion con estandares externos: Este método es el utilizado en el presente
estudio y consiste en preparar 4 6 5 soluciones estandar de los componentes de
interés a concentraciones conocidas y crecientes del analito y ademas
uniformemente distribuidas a lo largo del intervalo seleccionado. Ya preparados los
estandares se inyectan en el cromatdgrafo. Para cada componente presente en los
estandares se obtiene una gréfica llamada curva de calibracién la cual relaciona el
area del pico en funcion de la cantidad de componente (concentraciones conocidas

de los estandares). La cuantificacion del analito se realiza por interpolacion.

Respons

Concentratie

Figura 1.15 Cuantificacion en la curva de calibracion por interpolacién (Harris,

2003)

Usando la ecuacion de la linea recta obtenida para la calibracién que se observa a
continuacion.
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y=mx+b (1.1)

Donde m es la pendiente de la recta, y es la respuesta del detector, b es la ordenada al

origen y X es la concentracion desconocida que se despeja para determinar la concentracion

del analito (Yagues, 2008).
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CAPITULO 2

PARTE EXPERIMENTAL

Para la determinacion y cuantificacion de los acidos grasos omega 3, 6 y 9 (alfa linolénico
AAL, linoléico AL y oléico AO) en la linaza ecuatoriana y canadiense, en primera
instancia se desarrolld y estandariz6 el método para determinar acidos grasos,
posteriormente se elabord y se validd las curvas de calibracidn para cada analito, luego se
procedio a realizar el tratamiento de la muestra que comprende: el muestreo de las linazas,
la extraccion de grasa por el método Soxhlet, la derivatizacion, la preparacion de
diluciones, la cuantificacién de las muestras de linaza en el equipo de cromatografia de
gases — FID por interpolaciéon en las curvas de calibracion y finalmente se efectud el

tratamiento estadistico correspondiente.

21 DESARROLLO Y ESTANDARIZACION DEL METODO DE
DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS POR CROMATOGRAFIA DE GASES-

FID

El desarrollo de las condiciones cromatograficas del equipo generalmente se realiza
utilizando como referencia las condiciones cromatograficas de certificados estandarizados
que indiquen las condiciones adecuadas de determinacion de analitos. El desarrollo de las
condiciones cromatograficas va de la mano con la estandarizacion u optimizacion del
método cromatografico, que es la adecuacion, ajuste y evaluacion de diferentes

condiciones de operacion con el fin de determinar un conjunto de condiciones Gptimas con
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las que se obtenga la mejor reproducibilidad y respuesta para el analito a analizar. (Quirds,

2006)

Equipos

e Cromatografo de Gases Thermo Scientific (GC Focus Series-FID) / modelo: GC

Focus Series / Serie: 10901019 y un automuestreador serie 300

Reactivos

e n-hexano (grado HPLC)

e Estandar Supelco™ 37 Component FAME Mix de 10mg/mL en CH,Cl,

Materiales

e 8 Viales ambar con tapa rosca Agilent Technologies 2ml (5182-0716)

e Balones aforados de 1ml, 5ml, 10ml

Procedimiento

El equipo utilizado para el desarrollo de este estudio es un Cromatdgrafo de gases Thermo
Scientific equipado con un detector de ionizacion de llama (FID) modelo: GC Focus
Series / Serie: 10901019 y un automuestreador serie 300. EI cromatdgrafo de gases esta
provisto de una columna polar especifica para la separacion de &cidos grasos y cuenta con

un programa de Buenas Préacticas de Laboratorio, el cual garantiza un manejo transparente
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y confiable de los resultados mediante un sistema que evita modificaciones de datos. Las

especificaciones del equipo se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 2.1 Sistema cromatografico

Cromatografo Thermo Scientific 10901019 GC Focus
Detector FID lonizacion de llama
Muestreador Triplus sampler 300
Liner Split
Gas portador Helio puro (Grado 5)
Flujo del gas portador 1.0mL/min
Tipo Capilar TG — Polar Thermo Scientific
1009842
Columna Material Silice fundida reforzada con recubrimiento
protector de poliimida
Longitud 105 m
Diametro 0,25 mm
Espesor 0,2 um
Fase Estacionaria 90% Cianopropilfenil 10%
Fenilcianopropil Polisiloxano

Como punto de partida para desarrollar el método para determinar y cuantificar acidos
grasos, se adoptaron las condiciones de operacién recomendadas por el fabricante del
estandar Supelco™ 37 Component FAME Mix que contiene un coctel de 37 4cidos grasos
que va desde C4:0 a C22:6n3 con concentracion total de 10mg/mL en cloruro de metileno
(Anexo 7), a partir de este estandar se prepard una solucion de Img/mL en n-hexano grado
HPLC, se inyecto la solucion y se analizO bajo las condiciones que se encuentran
detalladas a continuacion.
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Tabla 2.2 Condiciones 6ptimas de operacién del estandar Supelco™ 37 Component

FAME Mix de 10mg/mL en CH,ClI,

Columna Sp ™. 2560 100m x

0,25mm ID. Diametro de
0,20um
Horno 140° C (5min)a240° Ca
4° C/min

Gas portador Helio: 20cm/sec

Detector FID 260° C

Inyeccion 1ul, 260° C, Split 100:1

Tiempo de corrida 40 minutos

El cromatograma resultante del andlisis present 20 picos correspondientes a los primeros
20 &cidos grasos de los 37 presentes en el estdndar, ademas se obtuvo una baja resolucion y
pequefia distancia entre picos. Frente a estos resultados y con el objetivo de estandarizar el
método a las necesidades del estudio, garantizando cromatogramas de alta resolucion que
incluya todos los picos con una éptima separacion, se preparé nuevamente soluciones
prueba y se inyectaron bajo las condiciones de operacion iniciales, pero con algunas
variaciones en cuanto a volumen de muestra a inyectar, tiempo de corrida, flujo de gas
portador y programacion de temperatura. Luego de varias pruebas se determinaron como

Optimas a las siguientes condiciones cromatogréficas.

40



Tabla 2.3 Condiciones cromatograficas dptimas de operacion para determinacion de

acidos grasos omega 3, 6 y 9 desarrolladas en el laboratorio

VVolumen de inyeccion 2.0 uL
Gas portador Helio
Presion de gases (Helio, Aire, Hidrogeno) < 100 psi
Proporcion Split 50:1
Flujo de trabajo 1.0 mL/min
Tiempo total de corrida de la muestra 62,00 min
Inyector Temperatura 260°C
Horno Variacion 2.4 °C/ min
Temperatura Inicial / Tiempo 140°C por 5.00 min
Temperatura Rampa / Tiempo 245 °C por 13.25 min
Temperatura maxima 260 °C
Detector Temperatura 260°C

Bajo estas condiciones cromatograficas se obtuvo el cromatograma que se encuentra en la
figura 2.1 a continuacidn, el cual consta de los 37 acidos grasos presentes en el estandar

Supelco™ 37 Component FAME Mix.
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Figura 2.1 Cromatograma de Estandar bajo condiciones 6ptimas de operacion

Posteriormente se definio los tiempos de retencidn tabulados en la tabla 2.4, para lo cual se
tomd en cuenta el cromatograma de la figura 2.1 al obtenerse bajo las condiciones de
operacion desarrolladas y estandarizadas y al poseer una buena resolucién y separacion

entre picos.
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Tabla 2.4 Tiempos de retencion para acidos grasos bajo condiciones cromatograficas

de operacion optimas desarrolladas en el laboratorio

Acidos Grasos Tiempo de Retencion
C4:0 10.38
C6:0 11.252
C8:0 12.903
C10:0 15.788
C11:0 17.772
C12:0 20.078
C13:0 22.638
C14:.0 25.37
Cl4:1 27.535
C15:0 28.177
C15:1 30.385
C16:0 31.002
Cl6:1 32.853
C17:0 33.85
Cl7:1 35.625
C18:0 36.508

C18:1n9t 37.662
C18:1n9c 38.105
C18:2n6t 39.487
C18:2n6c¢ 40.435
C20:0 41.71
C18:3n6 42.087
C18:3n3 43.075
C20:1 43.243
C21:0 44,177
C20:2 45.488
C22:0 46.567
C20:3n6 47.075
C22:1n9 48.05
C20:3n3 48.05
C20:4n6 48.257
C23:0 48.877
C22:2 50.243
C20:5n3 50.867
C24:0 51.198
C24:1 52.832
C22:6n3 57.94
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2.2 PREPARACION Y VALIDACION DE CURVAS DE CALIBRACION

Se preparé curvas de calibracion elaborando soluciones con concentracion conocida a
partir del estandar Supelco™ 37 Component FAME Mix de 10mg/mL en CH,Cl, que
contiene los analitos de interés. El rango de concentracion establecida para las soluciones
estandar se determinG tomando en cuenta los datos bibliograficos de concentracion de los
acidos grasos omega de interés presentes en la semilla de lino, expuestos en la tabla 1.1 y
se tomo en cuenta también la cantidad que se disponia del estdndar. Las concentraciones
definidas para las soluciones fueron 0.1; 0.3; 0.6; 0.9; 1.2 mg/mL, las cuales se prepararon
e inyectaron por duplicado durante tres dias en el cromatdgrafo de gases bajo las
condiciones cromatograficas Optimas detalladas en la tabla 2.3. Se sacd promedio de las
areas y relacionandolas con la sefial se obtuvo las curvas de calibracion que fueron
validadas.

La validacion es un proceso analitico importante que consiste en comprobar que un método
establecido funciona de acuerdo con las especificaciones, en las condiciones disponibles y
en el laboratorio usuario, también se entiende como un proceso de seguimiento que
comprende la determinacion de una serie de parametros que demuestren que los resultados

del método son confiables y reproducibles (Instituto de Salud Puablica, 2010).

Equipos

e Cromatografo de Gases Thermo Scientific (GC Focus Series-FID) / modelo: GC
Focus Series / Serie: 10901019 y un automuestreador serie 300
e Balanza Analitica Shimadzu

e Vortrex Mixer Gemmy Industrial
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Materiales

e 16 viales &mbar con tapa rosca Agilent Technologies 2ml (5182-0716)
e 4 balones aforados de 1mL

e 1 balon aforado de 5mL

e 1 vaso de precipitacion de 10mL

e Parafilm

e Pipeteador automatico Accumax 100 — 1000uL

Reactivos

¢ n-Hexano (Grado HPLC)

e Estandar Supelco™ 37 Component FAME Mix de 10mg/mL en CH,Cl,

Procedimiento

Para la elaboracion de las curvas de calibracion se realizd en primera instancia una
solucién madre (SM) de concentracion 1.2mg/mL (Cy), a partir del estandar Supelco™
37 Component FAME Mix de 10mg/mL (CrapmEs) €n CH,Cl, y para calcular el volumen
necesario de solucion estandar para preparar 5mL o 5000uL (Vs,,) de solucién madre se

utilizo la siguiente ecuacion:

C
Veames = Vsum * S (2.1)
CFAMES
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Se calculé como volumen necesario 600uL de estandar, volumen el cual se coloco en un
balon de 5ml y se afor6 con n-hexano grado HPLC, posteriormente se agitd en Vortex
durante 30 segundos, se hermetizo la tapa del balon con parafilm y se mantuvo en
refrigeracion.

Para preparar las soluciones de trabajo (0,1 — 1,2 mg/mL) (CsoLucion pe TRABAjO) PArA la
curva de calibracion; se retird la solucién madre del refrigerador, se dejé en la campana de
extraccion hasta que alcance la temperatura ambiente, se homogenizé en el Vortex por 30
segundos, posteriormente se prepararon Yy etiquetaron 4 balones aforados de 1 mL
(Vsorucion pe TraBajo) Y S€ procedio a calcular el volumen necesario de cada solucion de

trabajo a partir de la solucién madre 1.2mg/mL (Csy,), aplicando la siguiente ecuacion:

CSOLUCION DE TRABAJO (2 2)

VSM = VSOLUCION DE TRABAJO * Csm

Los calculos de la preparacion de soluciones de trabajo se encuentran detallados en el
Anexo 1. En la tabla 2.5 se presentan los volimenes de solucion madre requeridos para

preparar las soluciones de trabajo.

Tabla 2.5 Preparacion de soluciones de trabajo para curvas de calibracién

Concentracion | Volumen Volumen
(mg/mL) Final (uL)
(mL)
FAMES Solucién

Agregada Final
0.1 1 83 1000
0.3 1 250 1000
0.6 1 500 1000
0.9 1 750 1000
1.2 1 SM 1000
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Una vez colocado el contenido exacto de solucién madre, se aforaron los balones con n-
hexano grado HPLC, luego se homogenizo6 cada balon en el Vortex durante al menos 30

segundos se hermetizaron los viales con parafilm y se guardaron en refrigeracion.

Las soluciones de trabajo se inyectaron en el cromatografo por duplicado durante 3 dias
diferentes y se analizaron bajo las condiciones cromatogréaficas Optimas para determinacion
de &cidos grasos detalladas en la tabla 2.3. La respuesta del equipo a cada analito se
relaciona en funcion a su concentracion y asi se establecié curvas de calibracién para cada

omega de interés.

Para asegurar el método y garantizar confiabilidad en los resultados del estudio se
validaron las curvas de calibracion determinando los siguientes pardmetros: linealidad,
sensibilidad, limite de deteccion y cuantificacion, precision: repetibilidad /
reproducibilidad y exactitud seglin la Norma INEN ISO/IEC 17025: “Requisitos generales

para la competencia de laboratorios de ensayo y calibracion”

La linealidad del sistema en el intervalo de concentracion estudiado se determind por el
coeficiente de correlacion; R? que indica el grado de relacion entre la concentracion y la
respuesta en la curva de calibracién. Mientras su valor es mas proximo a la unidad, hay
mayor linealidad entre los intervalos de concentracion estudiados. Para el analisis se
consideré como valores aceptables si el coeficiente de correlacion es igual o mayor a 0,995

y se obtuvo con la siguiente ecuacion.

R= 2% (2.3)

ox0y
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— M (XY (2.4)

n

n-1

o, = ’W (2.6)

Donde ¢ es desviacion estandar, n es nmero de muestras, X es el promedio de los valores

X (X;), Y es el promedio de los valores y (Y;).

La pendiente (m) de la recta de la curva de calibracion esta asociada a la sensibilidad del
método, que indica la capacidad de respuesta instrumental que existe frente a una
determinada cantidad de analito. Se considera que un método es sensible cuando una
pequefia variacion de concentracion determina una gran variacion de respuesta y esto
ocurre cuando la recta de la curva de calibracion posee un valor de (m) alto: a mayor

pendiente; mayor sensibilidad. La pendiente se calcul6 con la siguiente ecuacion:

L (X=X (vi-Y)

— 2
Ln=1 (Xi_ X)

(2.7)

La ordenada al origen (b) de la curva de calibracion indica la magnitud de la sefal

estimada del blanco.

El limite de deteccion (LD) es la concentracion minima de sustancia que puede ser

detectada y el limite de cuantificacion (LC) es la concentracion minima de sustancia que
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puede ser cuantificada. Experimentalmente el LD y LC se determin6 mediante el analisis
repetido de un blanco, para el efecto se analiz6 una muestra de agua destilada que siguié el
tratamiento muestreal descrito en el apartado 2.3, posteriormente se analizd en el
cromatografo de gases - FID por 10 veces. Se calcul6 limite de cuantificacion (LC) y limite

de deteccion (LD) con las siguientes ecuaciones:

LC =10 g, (2.8)

LD =3 g, (2.9)

Donde g, es la desviacion estandar de las lecturas de concentracion del blanco.

Las dos medidas mas comunes de la precision son la repetibilidad y reproducibilidad. La
repetibilidad es la precision mas pequefia esperada, da una idea de la variabilidad que se
espera cuando un método es aplicado en mismas condiciones y en intervalos cortos de
tiempo. En el estudio se establecid este pardmetro mediante inyecciones por duplicado de

cada solucién estandar durante un mismo dia y bajo las mismas condiciones.

La reproducibilidad es la variabilidad que presenta un método al ser aplicado en diferentes
condiciones y a intervalos de tiempo mas largos. Para evaluar la reproducibilidad del
método se realizaron inyecciones de cada solucién estandar por duplicado durante tres
dias. La repetibilidad y reproducibilidad fueron evaluadas a partir de coeficientes de
variacion (%CV). Para el analisis se consider6 como valores aceptables, si los coeficientes
de variacion son menores al 10%. El coeficiente de variacion (%CV) se determind con las

ecuaciones siguientes:
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%CV = % x 100 (2.10)

o= ’W (2.11)

Donde xi es el valor de una lectura, X promedio de la totalidad de lecturas, n es el nimero

de lecturas y o la desviacién estandar.

La exactitud se evaludé a través de porcentajes de recuperaciéon, que permite ver el
rendimiento de un método analitico. Para calcular la recuperacién se prepararon soluciones
a tres niveles de concentracion conocida; bajo (0.2mg/mL), medio (0.4mg/mL) y alto
(0.6mg/mL), de modo que cubran el intervalo de trabajo 0,1 - 1,2 mg/mL, las soluciones de
concentracion conocida fueron inyectadas en muestras, las muestras fortificadas siguieron
el tratamiento muestreal definido en el apartado 2.3 y finalmente se inyectaron 6 veces
cada una en el equipo de cromatografia de gases — FID. El criterio de aceptacion adecuado
para la recuperacion segun la AOAC es de 80 — 110%. EI porcentaje de recuperacion se

calculd de la siguiente manera:

%R = R x 100 (2.12)
R = (M) (2.13)

Siendo C, concentracion de analito medido en la muestra enriquecida, C, concentracion de
analito medido sin adicionar muestra, C, concentracion conocida de analito adicionada a la

muestra (Instituto de Salud Publica, 2010).
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2.3 TRATAMIENTO DE MUESTRA

El procedimiento completo de tratamiento de muestra se encuentra ilustrado en el diagrama

gréfico del Anexo 2.

2.3.1 MUESTREO DE LAS SEMILLAS DE LINO

El muestreo utilizado fue aleatorio simple que consistid en tomar doce muestras de
semillas de lino ecuatorianas y doce muestras de semillas de lino canadienses al azar,
adquiridas en diferentes supermercados (Supermaxi, Megasantamaria, Mi Comisariato,
Aki), mercados (La Ofelia, Ifiaquito, Santa Clara, San Roque) y tiendas naturistas (Natural
Life, Vida Sana, Punto Natura, El polen, Vida Salud) del norte, centro y sur de Quito. En

total se adquirieron 24 muestras de linaza entre 100 a 500 gramos.

Para asegurar la procedencia y especie de las semillas de lino se realizé lo siguiente:

v" Los vendedores de la semilla de lino de los diferentes supermercados, centros
naturistas y mercados firmaron un documento que certifica el origen de las
muestras adquiridas de semilla de lino ecuatoriana y canadiense. (Anexo 11y 12).

v Se obtuvo un certificado del Herbario QCA de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Escuela de Ciencias Bioldgicas de la PUCE (Anexo 3), el cual indica
que en el Ecuador continental se cultiva unicamente la semilla de lino de la especie
Linum usitatissimum.

v Se comprd muestras en fundas etiquetadas que contenian informacién de la especie

de la semilla de lino canadiense y el pais de origen, complementario a esto, con las
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primeras 5 muestras adquiridas se realizO un examen de caracteristicas
macroscopicas que arrojo los siguientes resultados: TAMANO: Aproximadamente
5mm / FORMA: Almendrada / COLOR: Café oscuro. Estas caracteristicas al
coincidir con los datos bibliograficos emitidos por Flax Council of Canada, 2013,
se tomaron en cuenta en la seleccion y muestreo de las semilla de lino (Linum
usitatissimum) canadiense.

Se realiz6 un analisis taxondmico de una planta de lino ecuatoriana comprada a un
agricultor de Machachi en el Herbario QCA de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Escuela de Ciencias Bioldgicas de la PUCE. EIl anélisis taxonémico
(Anexo 4), afirmo6 que la planta de lino era de la especie Linum usitatissimum.
Complementario a dicho analisis se realizO un examen de las caracteristicas
macroscopicas de la semilla de la planta de lino nacional, este arrojo los siguientes
resultados: TAMANO: Mas pequefia que la canadiense / FORMA: Aplanada y
alargada / COLOR: Café cobrizo. Estas caracteristicas se tomaron en cuenta en la

seleccion y muestreo de las semillas de lino (Linum usitatissimum) ecuatorianas.

Equipos

Molino S/IMA

Material

Frascos de plastico

Material para etiquetado
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Procedimiento

Se molié las muestras de semilla de lino por separado, limpiando adecuadamente el molino
entre muestra y muestra y posteriormente se coloco una por una las muestras de semilla de

lino molidas en frascos plasticos previamente etiquetados.

2.3.2 EXTRACCION DE GRASA DE LAS SEMILLAS DE LINO POR EL

METODO SOXHLET

Es un método de extraccion continua de grasa que se utiliza para muestras solidas, consiste
en colocar la muestra a extraer (previamente molida y pesada), en un cartucho de celulosa
que se introduce en una camara de extraccién conectada por una parte a un balon de
destilacion y por otra a un refrigerante. Se coloca disolvente en un baldn el cual se calienta
a ebullicion, el vapor del disolvente que se produce por el calentamiento, asciende por el
tubo lateral y se condensa en el refrigerante cayendo sobre el material. Cuando alcanza el
nivel conveniente sifona por el tubo regresando al baldén. El proceso se repite hasta
conseguir la mayor extraccion de grasa. Este método de extraccion se basa en el principio
de solubilidad que posee la grasa en solventes organicos (hexano) que cada vez que toman
contacto con la muestra arrastran la grasa y la disuelven. Al final del proceso se recupera la

grasa evaporando el solvente.

El método de extraccion de grasa que se usd como referencia se detalla a continuacion.
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Tabla 2.6 Método de referencia para cuantificacion de grasa total en la semilla de lino

Meétodo Analisis Paginas
AOAC Official Crude Fat in feeds, Cereal grains, and forages: | Chapter 4, p. 43
Method 2003.06 Applicable to the analysis of forages, cereal (4.5.06)

(AOAC,2012) grains, and animal feeds other than backed or

expanded products, dried milk or milk
products, fishmeal, or oilseeds at
concentrations from 0.2 to 100% fat.

Equipos

e Balanza Analitica Shimadzu

e Desecador de vidrio Simax

e Estufa con regulador de temperatura Fanem

e Equipo de vidrio Soxhlet de extraccion de grasa Metrexlab (Soxmetrex 6P)

e Plancha de calentamiento Termolyne — Cimarec

Materiales

e Espétula para microcantidades

e Papel filtro cualitativo

e 1 probeta de 100mL

Reactivos

e n-Hexano
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Procedimiento

Se tar6 24 balones Soxhlet en una estufa ajustada a 130°C durante aproximadamente
1hora, luego se procedio a retirar de la estufa los balones y se los coloc6 en un desecador
por 30 minutos. Se peso en la balanza analitica los balones frios, registrando el peso inicial
(Pi), despues se peso en un papel cualitativo 2g la muestra molida de semilla de lino y se
registro el peso de muestra (Pn,). Luego se sello y coloco el papel con muestra, en el
compartimento de muestra del equipo Soxhlet. Posteriormente se abrio las Ilaves de agua
para que exista reflujo en el sistema, se colocé 100ml de solvente n-hexano en el
compartimento de la muestra, se prendiod la plancha de calentamiento a una temperatura de
100°C vy se extrajo la grasa de la muestra por 4 horas dentro de las cuales se esperan 15 -
25 sifonadas. Al cabo del tiempo de extraccion se apago la plancha de calentamiento, se
recupero el hexano sobrante en un vaso de precipitacion y se dejé enfriar los balones por
10 minutos, se colocaron los balones en la estufa a 100°C durante 30 minutos y luego se
los colocd en un desecador para que se enfrien. Finalmente se pesaron los balones

registrando el peso final (Ps).

Célculos

Para realizar el calculo del contenido de grasa se utilizo la siguiente ecuacion:

Pr(9)— Pi(9)

% GRASA = &)
m

X 100 (2.14)

Donde P,,: Peso de la muestra, P;: Peso inicial del balon Soxhlet vacio y Py: Peso final del

baldén Soxhlet con grasa
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2.3.3 DERIVATIZACION DE ACIDOS GRASOS DE LAS SEMILLAS DE LINO

La muestra se derivatizd con la finalidad de transformar los &cidos grasos en ésteres
metilicos, los cuales poseen puntos de ebullicion dentro del rango de operaciéon del
cromatografo de gases para la columna. Los ésteres metilicos se forman por
transesterificacion en frio con una solucion metandlica bajo la accion de hidréxido potasico
como catalizador. (Montero et al., 2003)

Los métodos de referencia que se tomaron en cuenta para la derivatizacion son los

descritos en la siguiente tabla.

Tabla 2.7 Métodos de referencia para derivatizacion y determinacion de &cidos grasos

Método Andlisis Paginas
El Reglamento (CE) n° Método para la preparacion Método A p. 58
2568/91. (Reglamento de los ésteres metilicos de
Comunidades Europeas, los acidos grasos
2002)
IUPAC Method 2.301 Preparation of fatty acid In Standard Methods for the
(IUPAC, 1992) methyl esters analysis of oils, fats and
derivatives: Punto 5
ISO 5509: 2000 (ISO, Animal and vegetable fats BS 684-2.34:2001 punto 5
2001) and oils: Preparation of
methyl esters of fatty acids

Equipos

e Balanza Shimatzu

e Centrifugadora Clay Adams

e Vortrex Mixer Gemmy Industrial
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Materiales

e Gradilla para tubos de ensayo

e 24 Tubos de ensayo de 10mL con tapa rosca

e Espatula para microcantidades

e 1 Pipeta volumétrica de 2mL

e Pipeteador automatico Accumax 100 — 1000uL

e Pipeteador

Reactivos

¢ n-Hexano (Grado HPLC)
e KOH solido

e Metanol (Grado HPLC)

Procedimiento

Primero se lavé y secd adecuadamente todo el material de vidrio a utilizar, luego se
etiquetd 24 tubos de ensayo de 10mL con rosca y se los colocé en una gradilla, se pes6 100
mg de la grasa de la muestra de semilla de lino extraida por Soxhlet en los tubos de ensayo
en los cuales se pipete6 2mL de n-hexano grado HPLC con una pipeta volumétrica con el
objetivo de disolver los &cidos grasos, luego se taparon los tubos y se agitaron por 30
segundos, una vez transcurrido el tiempo, se afiadié 200 pL de la solucion de hidréxido de
potasio metandlico 2N con un pipeteador automatico, posteriormente se cerrd el tubo

herméticamente y se procedid a agitar por 30 segundos en el Vortex a maxima velocidad,
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por 1 minuto a agitacion vigorosa con la mano y a 30 segundos mas en el Vortex para
asegurar una reaccion completa, finalmente se centrifugaron los tubos a una velocidad de
2000 rpm por 5 minutos con la finalidad de formar 2 fases: la acuosa que contiene glicerina
y la organica que contiene los ésteres metilicos de los acidos grasos. Una vez finalizado el
proceso de derivatizacion se almacenaron los tubos con los esteres de &cidos grasos en

refrigeracion.

2.3.4 PREPARACION DE DILUCIONES DE LAS MUESTRAS DERIVATIZADAS

DE SEMILLAS DE LINO

Se realizaron diluciones de las muestras derivatizadas, ya que al colocar una muestra
derivatizada sin dilucion se obtuvo areas de pico sumamente grandes las cuales no
entraban dentro del rango de las areas en las respectivas curvas de calibracion de los
analitos de interés, produciendo asi una cuantificacion irreal de los &cidos grasos segun los
datos bibliogréaficos, entonces, para obtener una cuantificacion fiable por interpolacion en
la curva y encontrar diluciones 6ptimas con las cuales el area de los picos de los analitos
se sitden en la mitad de la curva correspondiente, se realizaron las siguientes diluciones
prueba con las muestra derivatizadas de las semillas de lino: 200, 400, 500, 1000, 1250 y
2500, de las cuales se determind que la dilucién 6ptima para cuantificar el acido graso alfa
linolénico omega 3 es 1000 y la dilucion Optima para cuantificar los &cidos grasos

linoléico omega 6 y oléico omega 9 es 400.

Materiales

e Pipeteador automatico Accumax 10 — 100uL
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e 24 balones aforados de 10mL
e 24 balones aforados de 25mL

e Puntas plasticas para pipeteadores automaticos

Reactivos

e n-hexano (grado HPLC)

Procedimiento

Para elaborar las diluciones de 400 y 1000 se retir6 del refrigerador la gradilla con los

tubos con los esteres metilicos de acidos grasos de las muestras de semilla de lino, mientras

los tubos alcanzan la temperatura ambiente, se etiquetaron 24 balones aforados de 10mL y

24 balones aforados de 25mL, posteriormente se realizé las diluciones expuestas en la tabla

2.8 a continuacion.

Tabla 2.8 Diluciones de las muestras derivatizadas de semilla de lino

ACIDOS GRASOS DILUCION PREPARACION
Acido graso Linoléico y 400 Se tomé 25 pL de la fase
acido graso oléico organica y se aford con

n-hexano HPLC en un
balén de 10mL
Acido graso alfa linolénico 1000 Se tomé 25 pL de la fase
orgéanica y se aforo con
n-hexano HPLC en un
balon de 25mL
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2.3.5 CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS EN LAS SEMILLAS DE LINO

La cuantificacion de los acidos grasos en las muestras de semilla de lino se realiza en un
equipo de cromatografia de gases que separa compuestos organicos e inorganicos
térmicamente estables y volatiles. En el equipo se inyecta la muestra (previamente
derivatizada y diluida) en la fase movil, los distintos componentes de la muestra pasan a
través de la fase estacionaria que se encuentra fijada en una columna capilar, la columna se
encuentra dentro de un horno con programacion de temperatura. La velocidad de
migracion de cada componente (y en consecuencia su tiempo de retencion en la columna)
sera funcién de su distribucion entre la fase movil y la fase estacionaria. Los diversos
componentes de la muestra se separan en bandas que son cuantificadas mediante un

detector. (Quir6z, 2006)

Equipo

e Cromatografo de Gases Thermo Scientific (GC Focus Series-FID) / modelo: GC

Focus Series / Serie: 10901019 y un automuestreador serie 300

Reactivos

e n-Hexano grado HPLC

e Soluciones derivatizadas y diluidas de las muestras de semilla de lino ecuatoriana y

canadiense.

Procedimiento
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Se colocaron las soluciones de muestra con los esteres metilicos de acidos grasos diluidos
en viales ambar para cromatografia previamente etiquetados, luego se verificé que la
presion del helio, aire e hidrogeno sea menor a 100 PSI y que las condiciones de operacion
de cada componente del equipo sean las adecuadas, posteriormente se abrio el paso de los
gases, se prendio la computadora, el equipo CG-FID, el triplus inyector, el generador de
hidrogeno, se llenaron los frascos dispensadores del equipo con n-hexano grado HPLC y
en la computadora se procedio a cargar el método con las curvas de calibracion y las
condiciones cromatograficas de operacion optimas detalladas en la tabla 2.3, a
continuacion se procedio a realizar una secuencia para analizar 48 muestras, en este paso
se coloco en la informacion de la muestra; el factor de dilucién 1000 para 24 muestras en
las cuales se cuantificé omega 3 (AAL) y el factor 400 para 24 muestras en las cuales se

cuantifico omega 6 (AL) y 9 (AO), una vez realizado esto se corrio la secuencia.

Célculos

El cromatografo de gases — FID cuantifico a los acidos grasos mediante interpolacion
automatica en las respectivas curvas de calibracion y tomando en cuenta el factor de
dilucion ingresado al realizar la secuencia. Los acidos grasos cuantificados se expresaron
en porcentaje con respecto a 100% de grasa, para el analisis de datos, se realiz6 una regla

de tres para calcular el porcentaje de acidos grasos en porcentaje real de grasa.

2.4 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS

2.4.1 MEDIA O PROMEDIO
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La media o promedio es un numero finito que se obtiene a partir de la sumatoria de
diferentes valores divididos para el nimero de sumandos. La media se calcula con la

siguiente férmula:

n
Zi=1 XL

>
Il

(2.15)

Donde n es el numero de datos, i representa el nimero de serie de una medida arbitraria y x

es el parametro medido.

Se calculd la media de los 24 valores de grasa y los respectivos valores de acidos grasos

tanto de la semilla de lino ecuatoriana como de la canadiense.

2.4.2 DESVIACION ESTANDAR

La desviacion estandar es una medida de la dispersion, que nos indica cuanto pueden
alejarse los valores respecto al promedio o media. Para obtener la desviacion estandar se
toma la raiz cuadrada de la varianza que es la media de los cuadrados menos el cuadrado

de las medias, y se calcula con la siguiente formula:

B Xi=X)?
o= /—H (2.16)

Donde n es el nimero de datos, X; representa un dato numérico y X representa el promedio
de datos.
Se obtuvo la desviacion estandar de los 24 valores de grasa tanto de la semilla de lino

ecuatoriana como la canadiense y de los valores de acidos grasos.
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2.4.3 PRUEBAS DE SIGNIFICACION

El objetivo de las pruebas de significacion es discernir si dos 0 mas estadisticas se pueden
considerar provenientes de una misma poblacién o no, o si las diferencias entre dos 0 mas
variables aleatorias se deben a la propia naturaleza aleatoria de las mismas o si, por el
contrario, existe algun efecto o factor que las hace diferentes.

Cuando se realiza las pruebas de significacion se comprueba una hipotesis de investigacion
que se la denomina como hipotesis nula (Ho) la cual ayuda a determinar si existe una
diferencia entre grupos, si esta diferencia es significativa o si no se debié al azar. El
término nulo se atribuye a que esta hipdtesis indica que no existe diferencia entre dos
grupos de valores, por lo que la Hipdtesis nula se acepta cuando no existen diferencias
significativas entre valores comparados o se rechaza cuando existen diferencias a un
determinado nivel de confianza o nivel de significacion que fija la probabilidad de acertar

con la decision tomada. (Gallego, 2003).

En el presente estudio la prueba de significacion que se utiliz6 para comparar los valores

de &cidos grasos omega de los dos tipos de semilla de lino es la prueba t de student.

2.4.3.1 PRUEBA t DE STUDENT (Sanchez, 2014)

La prueba t de Student es una prueba de significacion utilizada cuando los datos a analizar
tienen una distribucion normal pero el tamafio de muestra es pequefio. Se utiliza para

determinar si hay diferencia significativa entre las medias de dos grupos.

Para realizar el analisis de la prueba t se calcula: medias, desviaciones estandar, grados de

libertad (n-1), un valor trasuLapo que se obtiene de “la tabla t de Student” (Anexo 10)
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tomando en cuenta los grados de libertad y un valor tcaLcuLapo que se obtiene
dependiendo del tipo de prueba t de Student que se aplique al estudio. Existen las

siguientes pruebas t:

» tdependiente para muestras pareadas o relacionadas
» tindependiente para dos grupos aleatorios que se aplica para
o Grupos con varianzas que si poseen diferencias significativas en los cuales

se emplea la siguiente ecuacion para obtener tcaLcuLapo:

X -X;
t = =—% (2.17)
nq np
o Grupos con varianzas que no poseen diferencias significativas en los cuales
se ocupa la siguiente ecuacion para obtener tcai cuLapo.
_ X=X
t= == (2.18)
ni ny
2 + 2
g=4L* % (2.19)

En el analisis final de la prueba t se considera lo siguiente:

tcaLcuLabo < trasuLapo = No existe diferencia significativa= Se acepta Hp nula

tcaLcuLapo > traBuLADO = Si existe diferencia significativa= Se rechaza Ho nula

El wvalor de TTABULADO se calcul6 a un nivel de confianza de 95%.
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En el presente estudio de acuerdo a la naturaleza de las muestras de semilla de lino se
utilizé la t independiente para dos grupos aleatorios y para definir qué formula se debe
utilizar para obtener tcaicuLapo, Se realizd un analisis de las varianzas de los datos de
acidos grasos pertenecientes a los dos tipos de semilla de lino, mediante la prueba F de

Fisher.

2.4.3.2 PRUEBA F DE FISHER (Sanchez, 2014)

La prueba F es una prueba de significacion que compara dos varianzas y determina si
existen o no diferencias significativas entre ellas. Para realizar el andlisis de la prueba F de

Fisher se calcul6 en primera instancia las varianzas de los datos con la siguiente ecuacion.

2 _ Iz (Xi= X)?
n—-1

V=g (2.20)

Luego se obtuvo FcaicuLapa al dividir la mayor varianza colocada en el numerador para la
menor varianza de entre los dos grupos colocada en el denominador, tal como se observa

en la ecuacién 2.21.

1%
FcaLcuLapa = V_: (2.21)

Posteriormente el valor de (FcaLcuLapa) se compard con (FrasuLapa) que se obtuvo de la
tabla de Fisher (Anexo 9) al relacionar n-1 grados de libertad del numerador (mayor

variancia) con n-1 grados de libertad del denominador (menor variancia).

Finalmente para el analisis final se considerd lo siguiente:
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FrasuLaba > FealcuLapa = No existen diferencias significativas entre las varianzas

FrasuLapa < FcaLcuLapa = Si existen diferencias significativas entre las varianzas

El valor de FraguLapa Se puede calcular a niveles de significacion de 0.05 y 0.01. En el

presente estudio se calculd Freorica con un nivel de significacion de 0.05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION DE LAS CURVAS DE

CALIBRACION

En las tablas 3.1; 3.2 y 3.3 se presentan las areas de los picos de &cidos grasos AAL, AL y
AO medidas el primer dia de validacion, las concentraciones de las soluciones estandar y
los promedios y desviacion estandar de los datos, necesarios para determinar el coeficiente

de variacién y analizar repetibilidad.

Tabla 3.1 Areas para curvas de calibracion de AAL determinadas el primer dia de la

validacion
Concentracion| AREA o 3 (mV) ESTADISTICOS

mg/mL Diala Dialb PRO'\%EDIO o %CV
0,1 129065,00 | 130384,00 | 129724,50 932,67 0,72
0,3 297134,00 | 304712,00 | 300923,00 | 5358,46 1,78
0,6 718289,00 | 736274,00 | 727281,50 | 12717,32 | 1,75
0,9 1095313,001123332,00 1109322,50 | 19812,42 | 1,79
1,2 1548136,00|1468531,00 | 1508333,50 | 56289,24 | 3,73
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Tabla 3.2 Areas para curvas de calibracion de AL determinadas el primer dia de la

validacion
Concentracién AREA o 6 (MV) ESTADISTICOS

mg/Ml Diala Dialb PRO'\%EDIO o %CV
0,1 146087,00 | 150919,00 | 148503,00 | 3416,74 | 2,30
0,3 335856,00 | 345389,00 | 340622,50 | 6740,85 1,98
0,6 794180,00 | 812463,00 | 80332150 |12928,03 | 1,61
0,9 1182955,001224479,00 1203717,00 | 29361,90 | 2,44
1,2 3260163,00 [ 3155009,00 | 3207586,00 | 74355,11 | 2,32

Tabla 3.3 Areas para curvas de calibracion de AO determinadas el primer dia de la

validacion
Concentracion| AREA o 9 (mV) ESTADISTICOS

mg/mL Diala Dialb PROI\;I—(EDIO o %CV
0,1 296526,00 | 297552,00 | 297039,00 725,49 0,24
0,3 671909,00 | 692531,00 | 682220,00 | 14581,96 | 2,14
0,6 1576681,001607583,00 | 1592132,00 |21851,01 | 1,37
0,9 2365398,00 (2431164,00| 2398281,00 | 46503,58 | 1,94
1,2 3260163,00 [ 3155009,00 | 3207586,00 | 74355,11 | 2,32

En las tablas 3.4; 3.5 y 3.6 a continuacién se presentan las areas de los picos de acidos
AAL, AL y AO medidas los tres dias de validacion, las concentraciones de las soluciones
estandar y los promedios y desviacién estandar de los datos, calculados para determinar el

coeficiente de variacion de los datos y analizar reproducibilidad.
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Tabla 3.4 Areas para curvas de calibracion de AAL determinadas en tres dias de la

validacién

CONC Promedios de areas (mV) Area

, , j Promedio o % CV
mg/mL Dia 1l Dia 2 Dia 3 (mV)
0.1 | 12972450 | 13112550 | 135848,00 | 132232,67 | 320838 | 2,43
0.3 | 300023,00 | 296631,50 | 29928450 | 298946,33 | 216564 | 0,72
06 | 72728150 | 725836,50 | 73592750 | 729681,83 | 5456,95 | 0,75
0.9 | 110932250 | 1187873,00 | 116535050 | 1154182,00 | 40448,69 | 3,50
12 | 150833350 | 147643250 | 1570287 50 | 1518351,17 | 4772269 | 3,14

Tabla 3.5 Areas para curvas de calibracion de AL determinadas en tres dias de la

validacién

CONC Promedios de areas (mV) Area _

mg/mL| Dia1 Dia 2 Dia 3 Pr?r?\‘j?'o o | %LV
0,1 | 148503,00 | 154023,00 | 158966,50 | 153830,83 | 5234,40 | 3,40
0,3 | 340622,50 | 333298,00 | 332779,00 | 335566,50 | 4386,31 | 131
0,6 | 803321,50 | 796171,50 | 808075,00 | 802522,67 | 5991,82 | 0,75
0,9 |1203717,00 | 1270633,50 | 1271975,00 | 1248775,17 | 39027,28 | 3,13
1,2 ]1605537,50 | 1595116,50 | 1677899,50 | 1626184,50 | 45088,58 | 2,77
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Tabla 3.6 Areas para curvas de calibracion de AO determinadas en tres dias de la

validacién

CONC Promedios de areas (mV) Area
] ] . Promedio G % CV

mg/mL Dial Dia 2 Dia 3 (mV)
01 297039,00 | 299986,50 | 305002,50 | 300676,00 | 4026,28 1,34
0,3 682220,00 | 659997,50 | 666535,50 | 669584,33 | 11420,66 | 1,71
0,6 |1592132,00 | 1593459,00 | 1607131,50 | 1597574,17 | 8303,44 | 0,52
0,9 |2398281,00 | 2529774,50 | 2532837,50 | 2486964,33 | 76817,29 | 3,09
1,2 | 3207586,00 | 3180193,50 | 3338710,00 | 3242163,17 | 84726,36 | 2,61

La reproducibilidad y repetibilidad son medidas de la precision del método y se analizan
mediante el estudio de los coeficientes de variacion %CV que deben ser inferiores al 10%.
Tanto en las tablas 3.1; 3.2; 3.3 como en las tabla 3.4; 3.5; 3.6 se observa que los
porcentajes del coeficiente de variacion (%CV) son inferiores a 10% incluso son menores a
5%, lo que indica que el método para determinar acidos grasos tiene una buena

repetibilidad y reproducibilidad y por lo tanto una buena precision.

A continuacion se presentan los datos tabulados de promedio de areas, la concentracion de

las soluciones estandar y las curvas de calibracion de &cidos grasos AAL, AL y AO.
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Tabla 3.7 Concentraciones y areas para curva de calibracion de 4cido alfa linolénico

Concentracion Areas
mg/mL mV
0.1 132232,67
0.3 298946,33
0.6 729681,83
0.9 1154182,00
1.2 1518351,17

1600000,00 /
1400000,00 y = 1E+06k - 39634
R?=0,9962
__1200000,00
>
3
o 1000000,00
[a]
w
S 800000,00
o
& /
< 600000,00
w
g
400000,00
®
200000,00
L
0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
CONCENTRACION (mg/mL)

Figura 3.1 Curva de calibracion de &cido alfa linolénico
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Tabla 3.8 Concentraciones y areas para curva de calibracion de &cido linoléico

Concentracion Areas
mg/mL mV
0,1
153830,83
0.3 335566,50
0.6 802522,67
0.9 1248775,17
1,2
1626184,50
1800000,00
1600000,00 . 2
y|= LE+06x - 23782
1400000,00 R®=0,996
E 1200000,00 ’/
o
S 1000000,00
s
S 800000,00
o
<
W 600000,00
<
400000,00
&
200000,00 rvg
0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
CONCENTRACION (mg/mL)

Figura 3.2 Curva de calibracion de acido linoléico
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Tabla 3.9 Concentraciones y areas para curva de calibracion de &cido oléico

Concentracion Areas
mg/mL mV
0.1 300676,00
0.3 669584,33
0.6 1597574,17
0.9 2486964,33
12 3242163,17

3500000,00 /l

3000000,00

y = 3E+06x - 51300
— R? = 0,9966
3 2500000,00 /
o
& 2000000,00
w
s /
o
& 1500000,00
<
w
£ 1000000,00
*
500000,00
0,00

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
CONCENTRACION (mg/mL)

Figura 3.3 Curva de calibracion de &cido oléico
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A partir del analisis de tendencia de la recta de las curvas de calibracion de cada acido
graso y de los célculos resultantes de los pardmetros de validacion establecidos (Anexo 1),

se obtuvo los siguientes resultados.

Tabla 3.10 Resultados de la validacion del método para la determinacion de omega 3,

6y 9en lasemilla de lino

Parametros de Acidos Grasos
Validacion Omega 3 Omega 6 Omega 9
(AAL) (AL) (AO)
Coeficientes de correlacién (R?) 0,996 0,996 0,997
Pendiente (m) 1x10° 1x10° 3x10°
Limite de Deteccion (mg/mL) 0,00395 0,00406 0,00405
Limite de Cuantificacion(mg/mL) 0,01317 0,01354 0,01350
Rango de trabajo (mg/mL) 01-1.2
Recuperacion Nivel 82% 90% 81%
bajo 0,2mg/mL
Exactitud | Recuperacion Nivel 89% 97% 98%
medio 0,4mg/mL
Recuperacion Nivel 92% 93% 96%
alto 0,6mg/mL

Los coeficientes de correlacién R? son medidas de la linealidad de la curva, su valor debe
ser igual 0 mayor a 0,995. Los R? obtenidos de las curvas de calibracién de AAL, AL y
AO son mayores a 0,995 por lo que se demuestra una linealidad adecuada del método en el

rango de trabajo de 0,1 — 1,2 mg/mL.

El valor de sensibilidad esta asociado al valor de la pendiente de las curvas de calibracion,
entre mayor sea el valor de la pendiente mayor es la sensibilidad. Observando que los
valores de las pendientes en las curva son altos, se comprueba que si existe una buena
sensibilidad del método, lo cual indica que el método permite detectar los minimos

cambios de concentracién del analito en las muestras.
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Los limites de deteccion (LD) obtenidos se encuentran en un rango de 0,00395 - 0,00406 y
dan informacion de la minima cantidad que puede detectarse por el método. Los limites de
cuantificacion (LC) obtenidos estan entre 0,01317 - 0,01354 y brindan informacién de la
cantidad minima cuantificable aplicando el método. En general se observa que los limites
de deteccion y cuantificacion son bajos, esto es positivo ya que quiere decir que el método

tiene la capacidad de detectar y cuantificar acidos grasos a bajas concentraciones.

La exactitud del método es un parametro medido por el porcentaje de recuperacién
calculado al analizar soluciones fortificadas. El rango de aceptabilidad de los porcentajes
de recuperacién va de 80 a 110%. Al observar los valores de recuperacion del omega 3
(AAL), 6 (AL) y 9 (AO) en soluciones fortificadas con soluciones de concentraciones
conocidas, se determinan que los porcentajes de recuperacion varian entre 81 a 98%, rango
el cual entra dentro del criterio de aceptabilidad, por lo tanto se asevera que el método

posee una buena exactitud en el rango de trabajo de 0,1 — 1,2 mg/mL.

3.2 RESULTADOS Y ANALISIS DE GRASA DE LA SEMILLA DE LINO

ECUATORIANA'Y CANADIENSE

Una vez validadas las curvas de calibracion se procedié a moler y extraer la grasa de las

muestras. El porcentaje de grasa se calculo por gravimetria.

En las tablas 3.11 y 3.12 siguientes se encuentran los porcentajes de grasa extraida, el

promedio y la desviacion estandar de los datos para cada tipo de semilla de lino.

75



lino canadiense

Tabla 3.11 Promedio y desviacion estandar de los porcentajes de grasa de semilla de

MUESTRA PESO PESO PESO %
INICIAL MUESTRA FINAL GRASA
P; (9) Fn(9) Pr(9)

1 118,4330 2,0299 119,2329 39,41
2 111,1805 2,0794 111,9700 37,97
3 119,6547 2,0538 120,4156 37,05
4 120,3148 2,0865 121,1580 40,41
5 74,2188 2,1658 75,0557 38,64
6 130,1089 2,0795 130,8877 37,45
7 75,0181 2,0713 75,8181 38,62
8 111,1679 2,0788 111,9496 37,60
9 112,3021 2,0403 113,1296 40,56
10 90,9214 2,0596 91,7595 40,69
11 113,3003 2,0448 114,1338 40,76
12 120,7130 2,0699 121,4640 36,28
Promedio 38,79
c 1,56
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Tabla 3.12 Promedio y desviacion estandar de los porcentajes de grasa de semilla de

lino ecuatoriana

MUESTRA PESO PESO PESO %
INICIAL MUESTRA FINAL GRASA
P; (9) Fr(9) Pr(9)

1 118,7429 2,0064 119,3754 31,52
2 122,5020 2,0610 123,1608 31,97
3 68,7360 2,0758 69,4009 32,03
4 113, 3970 2,0517 114,0854 33,55
5 134,2023 2,1613 134,8875 31,70
6 120,7324 2,0625 121,3705 30,94
7 66,5968 2,0661 67,2634 32,26
8 122,9268 2,0108 123,5821 32,59
9 113,3830 2,0596 114,1310 36,32
10 113,2874 2,0461 113,9852 34,10
11 134,1905 2,0384 134,9270 36,13
12 113,3984 2,0576 114,1108 34,62
Promedio 33,15

c 1,80

La grasa es un nutriente que esta presente de manera importante en la semilla de lino ya
que contiene los &cidos grasos. De acuerdo a datos bibliogréaficos, el rango de grasa que
posee la semilla de lino es de 34,0 — 47,8% (McKevith, 2005). El porcentaje promedio de
grasa obtenido de la semilla de lino canadiense fue 39%, porcentaje que se considera
aceptable al estar dentro del rango bibliografico y el porcentaje promedio de grasa
obtenido de la semilla de lino ecuatoriana fue 33% resultado que también se considera

aceptable al ser un valor cercano al rango bibliogréafico.
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No se tiene datos bibliograficos con los que se pueda comparar el porcentaje de grasa
obtenido en la semilla ecuatoriana, pero en el caso de la semilla de lino extranjera existen
varios organismos internacionales que han realizado diversos estudios, como es el caso de
la Comision de Granos de Canada (Canadian Grain Commission, 2001) que establece un
porcentaje de grasa de 41% en la semilla de lino canadiense café, este dato al ser
comparado con el 39% de grasa obtenido en la semilla canadiense del presente estudio, se
determina un error porcentual de 5% que posiblemente se debe a la utilizacion de
diferentes métodos de andlisis y condiciones de operacion, sin embargo el resultado

obtenido de grasa se acepta al no estar muy alejado del valor citado.

El resultado de desviacion estandar de los valores de grasa de la semilla de lino canadiense
es de 1,6 y de la semilla de lino ecuatoriana es de 1,8. Ambas desviaciones estandar son
algo elevadas, debido a que algunos valores de grasa tanto de la semilla ecuatoriana como

la canadiense se alejan de la media.

3.3 RESULTADOS Y ANALISIS DE LA CUANTIFICACION DE ACIDOS
GRASOS DE LAS SEMILLAS DE LINO POR CROMATOGRAFIA DE GASES

-FID

Se derivatiz0 la grasa de las muestras de lino, obteniendo metil ésteres de acidos grasos y
antes de analizar las muestras en el cromatdgrafo de gases se realizaron dos diluciones:
Una dilucion de 1000 para cuantificar acido alfa linolénico y otra de 400 para cuantificar

acido linoléico y acido oléico.
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De la dilucion de 1000 se obtuvo 12 cromatogramas de la semilla de lino canadiense y 12
de la ecuatoriana (Anexo 5) de los cuales se toma dos cromatogramas modelo de los dos

tipos de semilla junto con su reporte de acidos grasos, que se presentan a continuacion

Figura 3.4 Cromatograma de muestra 1 de semilla de lino canadiense con dilucion

1000

Method Name: CChrom Quest' Enterp rise'\Projects\Default'Metho A\ SEIDL A'\curva' ACID OS5 GRASOS SPLIT
50 met

Data: C:\Chrom Quest Enterprise'Projecis'Default'Data'LINAZA CANADIENSE 1 DIL 1000
User: System

Acquired: 5/26/2014 1:42:18 AM

Printed: 6/4/2014 4:14:42 PM
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Figura 3.5 Reporte de &cidos grasos de la muestra 1 de semilla de lino canadiense con

dilucion 1000
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OIL 1000

Figura 3.6 Cromatograma de muestra 1 de semilla de lino ecuatoriana con dilucion

1000
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50.met
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Figura 3.7 Reporte de 4cidos grasos de muestra 1 de semilla de lino ecuatoriana

con diluciéon 1000
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De la dilucion de 400 se obtuvo 12 cromatogramas de la semilla de lino canadiense y 12
de la ecuatoriana (Anexo 5) de los cuales se toma dos cromatogramas modelo de los dos

tipos de semillas junto con su reporte de &cidos grasos, que se presentan en las figuras

siguientes.

Figura 3.8 Cromatograma de muestra 1 de semilla de lino canadiense con dilucion

400
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Figura 3.9 Reporte de acidos grasos de muestra 1 de semilla de lino canadiense con
dilucion 400
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Figura 3.10 Cromatograma de muestra 1 de semilla de lino ecuatoriana con

dilucion 400

CAChrom Quesi'E ntexp rise'\Projects\D efaultMetho d\SEIDL Alcurv a'ACID 05 GRASOS SPLIT
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Figura 3.11 Reporte de acidos grasos de muestra 1 de semilla de lino ecuatoriana

con dilucién 400
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En los cromatogramas presentados en las Figuras 3.4; 3.6; 3.8 y 3.10 de los dos tipos de
semilla de lino, se evidencia los tres picos de interés correspondientes a omega 3
(AAL), 6 (AL) y 9 (AO). Se obtuvo una adecuada resolucion y una buena separacion en
los picos, puesto que estan bien definidos y es notorio el principio y el final de cada
uno. En la parte superior de cada pico y en las figuras 3.5; 3.7; 3.9; 3.11 se observa lo

siguiente:

= El nombre simplificado o notacién del &cido graso.

= Las &reas de los picos de cada analito, las cuales se encuentran dentro del rango
de las areas promedio descritas en las tablas: 3.7; 3.8 y 3.9 de las respectivas
curvas de calibracion.

» Los tiempos de retencion experimentales, muy cercanos a los siguientes tiempos
de retencion definidos con el método cromatografico desarrollado: Acido graso
alfa linoléico: 43,075min. Acido graso linolénico omega 6: 40,435min y Acido
graso omega 9: 38,105min.

» EIl porcentaje % del acido graso que se obtuvo por interpolacion automatica en
las curvas de calibracion de los analitos correspondientes, bajo las condiciones

Optimas del método desarrollado, estandarizado y validado.

A continuacién se tabulan los resultados de la cuantificacion de los &cidos grasos de

interés en 100% de grasa, la cantidad de cada &cido graso en el porcentaje real de grasa,

el promedio de los datos y las desviaciones estandar.
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ecuatoriana y canadiense

Tabla 3.13 Porcentajes de acido graso alfa linolénico omega 3 en la semilla de lino

Muestra Porcentaje de &cido graso | Porcentaje de &cido graso
en 100% de grasa en % real de grasa
Linaza Linaza Linaza Linaza
Canada Ecuador Canada Ecuador
1 77,222 64,561 30,433 20,350
2 57,330 63,677 21,768 20,358
3 71,165 65,413 26,367 20,952
4 56,290 56,292 22,747 18,886
5 61,309 53,999 23,690 17,118
6 60,983 65,026 22,838 20,119
7 56,673 66,877 21,887 21,575
8 61,314 74,093 23,054 24,147
9 48,763 86,555 19,778 31,437
10 52,269 70,450 21,268 24,023
11 59,791 73,321 24,371 26,491
12 60,389 80,493 21,909 27,867
PROMEDIO 60,292 68,396 23,343 22,777
o 7,645 9,295 2,779 4,144

Tabla 3.14 Porcentajes de acido graso linoléico omega 6 en la semilla de lino

ecuatoriana y canadiense

Muestra Porcentaje de 4cido graso | Porcentaje de acido graso
en 100% de grasa en % real de grasa
Linaza Linaza Linaza Linaza
Canadéa Ecuador Canadéa Ecuador
1 16,594 18,535 6,540 5,842
2 12,884 17,774 4,892 5,682
3 16,899 18,103 6,261 5,798
4 16,440 16,675 6,643 5,594
5 13,071 17,242 5,051 5,466
6 15,216 18,766 5,698 5,806
7 12,609 19,444 4,870 6,273
8 14,359 18,794 5,399 6,125
9 11,691 21,229 4,742 7,710
10 13,584 20,681 5,527 7,052
11 15,224 19,242 6,205 6,952
12 15,105 20,056 5,480 6,943
PROMEDIO 14,473 18,878 5,609 6,270
o 1,713 1,352 0,668 0,720
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Tabla 3.15 Porcentajes de acido graso oléico omega 9 en semilla de lino

ecuatoriana y canadiense

Muestra Porcentaje de &cido graso Porcentaje de &cido graso
en 100% de grasa en % real de grasa
Linaza Linaza Linaza Linaza

Canada Ecuador Canada Ecuador
1 11,281 11,616 4,446 3,661
2 8,729 10,360 3,314 3,312
3 11,599 11,300 4,297 3,619
4 11,404 10,458 4,608 3,509
5 8,837 10,085 3,415 3,197
6 10,112 10,990 3,787 3,400
7 8,702 11,357 3,361 3,664
8 9,771 10,822 3,674 3,527
9 7,925 12,153 3,214 4,414
10 9,178 11,706 3,735 3,992
11 10,437 11,357 4,254 4,103
12 10,184 11,587 3,695 4,011
PROMEDIO 9,847 11,149 3,817 3,701
o 1,199 0,618 0,474 0,360

Una de las caracteristicas Gnicas de la grasa poliinsaturada de la semilla de lino es la alta
cantidad de &cido AAL omega 3, segun datos bibliograficos, en 100% de grasa el rango
de cantidad de AAL en la semilla de lino oscila entre 53,5 — 85% (McKevith, 2005)
(Chen, 2001). De acuerdo a los datos experimentales en la tabla 3.13; en 100% de grasa
la semilla de lino canadiense posee en promedio 60% de AAL y la semilla de lino
ecuatoriana 68%. Ambos resultados son considerados aceptables al encontrarse dentro
del rango bibliogréfico. Por otra parte el 60% de AAL de la semilla de lino canadiense
es cercano al porcentaje de 61,9% que reporta un estudio similar que evalGa la calidad
de semillas de lino (Linum usitatissimum) cultivadas en Venezuela comparandolas con

semillas de lino canadiense de la misma especie (Cuevas, 2012).
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El aceite de semillas de lino es rico en AL omega 6, segin datos bibliograficos, en
100% de grasa el rango de cantidad de AL en la semilla de lino estéa entre 12,7 — 22,4%
(McKevith, 2005). De acuerdo a los datos obtenidos en la tabla 3.14; en 100% de grasa
la semilla de lino canadiense posee un promedio de 15% de AL y la semilla de lino
ecuatoriana 19%. Ambos resultados son considerados aceptables al encontrarse dentro
del rango bibliografico. Al comparar el 15% de AL obtenido en la semilla de lino
canadiense con el porcentaje de 16,5% AL de semilla de lino canadiense que lanza el

estudio venezolano (Cuevas, 2012), se puede observar cercania entre resultados.

La semilla de lino también se considera que es fuente de AO omega 9. De acuerdo a la
teoria, en 100% de grasa el rango de cantidad de AO en la semilla de lino oscila entre
20,1 — 27,7% (McKevith, 2005). De acuerdo a los datos experimentales en la tabla 3.15,
en 100% de grasa la semilla de lino canadiense posee en promedio 10% de AO y la
semilla de lino ecuatoriana 11%. Ambos resultados no se encuentran dentro del rango
bibliografico, esto se debe a que los valores de &cido grasos en general pueden variar
dependiendo del medio ambiente, el procesamiento de la semilla y el método de analisis
utilizado que son factores decisivos que afectan la calidad y cantidad de componentes
presentes en la semilla. (Flax Concil of Canada, 2013) (Gallegos, 2008) (InfoAgro,

2014).

En cantidad real de grasa se obtuvo en la semilla de lino canadiense un porcentaje
promedio de 23,343% de AAL y en la semilla de lino ecuatoriana 22,777% de AAL. En
cuanto a la cantidad de omega 6 (AL) se obtuvo un porcentaje promedio de 5,609% en
la semilla de lino canadiense y 6,270% en la semilla de lino ecuatoriana. Con respecto

al omega 9 (AO) la semilla de lino canadiense presentdé un porcentaje promedio de
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3,817% y la semilla de lino ecuatoriana 3,701%, porcentajes los cuales se representan a
continuacién y se toman en cuenta para cumplir con el objetivo de la disertacion que es
la comparacion de los valores experimentales de acidos grasos AAL, AL, AO presentes
en la semilla de lino nacional con los valores de estos mismos acidos en la semilla

canadiense.

B SEMILLA DE LINO CANADIENSE E SEMILLA DE LINO ECUATORIANA

23,343% 22,777 %
NI

SSedang
R
\'K X

;&f@ié\\':\ 3,817 % 3,701 %
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BN TR
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OMEGA 3 (AAL) OMEGA 6 (AL)

Figura 3.12 Comparacién en barras de porcentajes de acidos grasos omegas de los

dos tipos de semillas de lino

En la figura 3.12 se observa que la semilla de lino canadiense posee numéricamente
mayor cantidad de AAL y AO que la semilla ecuatoriana y la semilla de lino
ecuatoriana posee mayor cantidad de AL en comparacion con la semilla canadiense.
Frente a la evidente cercania entre datos promedio de la linaza ecuatoriana y canadiense,
se realiza un analisis estadistico de significacion para llegar a una conclusion

sustentada.
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO DE SIGNIFICACION

Para realizar el andlisis estadistico de significacion; prueba t de Student, en primera
instancia se aplica la prueba F la cual permite establecer si existen o no diferencias
significativas entre las varianzas de los datos de &cidos grasos presentes en los dos tipos
de semilla de lino, para asi escoger si se aplica:

- Prueba t para varianzas que no poseen diferencias significativas

- Prueba t para varianzas que poseen diferencias significativas

341 PRUEBAF

A continuacion se presentan las varianzas que se calcularon aplicando la formula 2.20 y
tomando en cuenta los datos en % real de grasa de &cidos grasos omega 3 (AAL),
omega 6 (AL) y omega 9 (AO) pertenecientes a los dos tipos de semilla de lino (Tabla
3.13; 3.14; 3.15), FrasuLapa Se obtuvo de la tabla F de Fisher (Anexo 9) a un nivel de

confianza de 95% Yy FcaLcuLapa e obtuvo aplicando la formula 2.21.

Tabla 3.16 Varianzas y resultados de prueba F de los datos de &cidos grasos en las

semillas de lino canadiense y ecuatoriana

Acidos Grasos Varianzas Foos TaBuLaba | FcaLcuLapa Resultado
(V) (11gl)
Omega 3 Canada 7,71232177 2,818 2,223 Vi=Vy
(AAL) Ecuador 17,170305
Omega 6 Canada 0,4468078 2,818 1,159 Vi=Vy
(AL) Ecuador 0,5176918
Omega 9 Canada 0,2247095 2,818 1,736 Vi =Vs
(AO) Ecuador 0,1294113
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A un nivel de confianza de 95% se determind que las varianzas de los datos de los
acidos grasos omega de la semilla de lino ecuatoriana y canadiense no poseen
diferencias significativas, al ser las FcaLcuLapas menores a la FraguLapa. Frente a este
resultado se procede a aplicar la prueba t de Student para muestras independientes con

varianzas que no poseen diferencias significativas.

3.4.2 PRUEBA tPARA MUESTRAS INDEPENDIENTES CON VARIANCIAS

QUE NO POSEEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS

La tabla 3.17 consta de los promedios (en % real de grasa) de cada &cidos grasos de
interés presente en la semilla de lino extranjera y nacional (Tabla 3.13; 3.14; 3.15),
trasuLAaDA S€ Obtuvo de la tabla t de Student (Anexo 10) con un nivel de confianza de
95% y tcaicuLapa Se obtuvo aplicando la formula 2.18 y se confirmé el resultado

mediante el programa estadistico computarizado PASW (Statistics Processor).

Tabla 3.17 Resultados de la prueba t de Student para determinar diferencias

significativas entre datos

Acidos Grasos Promedio | to0s TaBULADA | tcaLcuLADA Resultado
(%) (11gl)
Omega 3 | Canada 23,343 1,7959 0,393 H, ACEPTADA
(AAL) Ecuador 22,777

Omega 6 | Canada 5,609 1,7959 2,333 H, RECHAZADA
(AL) Ecuador 6,270

Omega 9 Canada 3,817 1,7959 0,674 H, ACEPTADA
(AO) Ecuador 3,701
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A un nivel de confianza del 95% se determina que existe diferencia significativa entre
los valores promedio del &cido linoléico, omega 6, al tener una tcaLcuLapa 2,333 mayor
a la t tasuLapa 1,7959, por otra parte se obtuvo que no existe diferencia significativa
entre los valores promedio de &cido alfa linolénico omega 3 que posee una tcaicuLapa
0,393 menor a la t tasuLapa 1,7959, la misma situacion se determind con el &cido oléico

omega 9 que posee una tcarcuLapa 0,674 menor a la t tasurapa 1,7959.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Las condiciones instrumentales estandarizadas permitieron la separacion optima
de los analitos estudiados. EI método desarrollado permite cuantificar niveles de
concentracion de 0,1 a 1,2mg/mL de omega 3 (AAL), omega 6 (AL) y omega 9

(AO) en semilla de lino.

Los parametros de validacion del método para los tres analitos cumplieron con
los criterios de aceptacidn entre los cuales estan: un coeficiente de correlacion
igual o mayor a 0,995, limites de deteccion y cuantificacion bajos, porcentajes
de coeficiente de variacion menores al 10% y porcentajes de recuperacion entre
80 — 110% por tanto se demostré que el método proporciona resultados

adecuados y confiables para su propdsito.

Se concluye y comprueba la alta cantidad de &cidos grasos omega 3 (AAL);
23,343%, omega 6 (AL); 5,609% y omega 9 (AO); 3,817% presentes en la grasa
total de la semilla de lino (Linum usitatissimum) canadiense que corresponde al

39% de la muestra.

Observando los resultados obtenidos, se pone de manifiesto que la semilla de

lino (Linum usitatissimum) ecuatoriana es también de alta calidad ya que
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contiene; 22,777% omega 3 (AAL), 6,270% omega 6 (AL) y 3,701% omega 9

(AO) presentes en la grasa total que corresponde al 33% de la muestra.

Tras realizar el andlisis de varianzas y la prueba t de Student, se concluye que
los valores obtenidos de omega 3 (AAL) y 9 (AO) de la semilla de lino
ecuatoriana (Linum usitatissimum) son estadisticamente iguales a los valores
obtenidos de estos mismos acidos grasos presentes en la semilla de lino (Linum
usitatissimum) extranjera, por otra parte se determind que los valores obtenidos
de omega 6 (AL) de la semilla de lino nacional son estadisticamente diferentes a
los valores de éste acido graso presente en la oleaginosa canadiense; siendo

mayor el contenido del acido graso AL en la semilla de lino ecuatoriana.

Se concluye que la semilla de lino (Linum usitatissimum) ecuatoriana posee una
igual o mayor calidad en cuanto al contenido de acidos grasos omega 3 (AAL), 6

(AL) y 9 (AO) en comparacion a la semilla de lino canadiense.

La semilla de lino (Linum usitatissimum) nacional, junto a andlisis
complementarios, puede llegar a ser un suplemento para la poblacién

ecuatoriana.

4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda consumir semilla de lino nacional ya que, en comparacién con la
semilla de lino canadiense, presenta una igual o mayor calidad en cuanto a

contenido de acidos grasos alfa linolénico, linoléico y oléico.
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Se recomienda usar n-hexano como solvente para la extraccién del aceite de
semillas de lino ya que posee alto poder disolvente para lipidos, tiene bajo costo,
presenta facilidad para su eliminacion total y posee un bajo punto de ebullicion
(63.3 - 69.5 °C), lo cual facilita la separacién del aceite en la semilla de lino

molida.

Se recomienda 6 horas de extraccion de grasa de la semilla de lino en el sistema

Soxhlet, ya que un tiempo menor no asegura una extraccion total.

Conservar a la semilla de lino en un lugar oscuro y al aceite de la semilla en
refrigeracion hasta su utilizacion, con el fin de evitar que sufran oxidacion por

efecto del aire y de la luz.

Realizar el proceso de esterificacion, dilucion y determinacién de los acidos
grasos en un mismo dia, para evitar cambios de concentracion en las muestras de

los esteres metilicos de &cidos grasos, los cuales son muy volatiles.

Para determinar la calidad total de la semilla de lino nacional y comprobar que la
semilla de lino puede llegar a ser un suplemento para la poblacion ecuatoriana,
se recomienda investigar mas a fondo la oleaginosa y en futuras investigaciones
realizar analisis complementarios como:
v Andlisis de calidad microbiana para identificar si se lleva un correcto
proceso de cosecha, secado, manipulacion y almacenamiento de la

semilla.
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Andlisis de humedad y ceniza para determinar la materia seca y el
contenido mineral total.

Anélisis de fibra dietética, predominante en las semillas enteras de lino.
Anélisis de proteinas y determinacion de aminoacidos.

Anédlisis de perfil lipidico completo incluyendo isémeros cis y trans,
acidos grasos saturados, monosaturados y poliinsaturados que se pueden
determinar mediante cromatografia de gases con espectroscopia de
masas (CG-MS).

Determinacion de minerales.

Determinacion de vitaminas en la semilla.

Anélisis de compuestos fendlicos como lignanos.

Realizacion de un tamizaje fitoquimico de la semilla de lino para

identificar que otros compuestos posee.
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ANEXO 1

CALCULOS ADICIONALES DE PARAMETROS DE VALIDACION DEL

METODO PARA DETERMINAR ACIDOS GRASOS OMEGA 3,6 Y 9 EN

SEMILLA DE LINO

PREPARACION DE SOLUCIONES ESTANDAR PARA LA CURVA

Preparacion de solucién madre

Csm

Veames = Voum * C
FAMES

1.2mg/mL

Veames = 5000 pL * 10mg/mL

Vrames = 600pL

Preparacion de soluciones de trabajo

Cc
Vsm = Vsorucion pE TraBajo * SOLUCIOZSILETRABAJO
0,1 L 0,6 L_
Ve = 1000pL * % = 83ul Veu = 1000pL * #% = 500 pL
0,9 L
Vey = 1000pL * % = 250 L Veu = 1000pL * #% =750 ul
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LIMITE DE DETECCION Y LIMITE DE CUANTIFICACION

LC =10 g LD =3 g,
OMEGA 3 OMEGA 6 OMEGA 9
1 0,044 0,034 0,030
2 0,043 0,033 0,029
3 0,040 0,031 0,028
4 0,041 0,035 0,030
5 0,041 0,031 0,030
6 0,041 0,033 0,028
7 0,041 0,031 0,030
8 0,040 0,032 0,027
9 0,041 0,033 0,031
10 0,040 0,032 0,031
PROMEDIO 0,0412 0,0325 0,0294
oo 0,001316561 0,001354006 0,001349897
LD 0,003949684 0,004062019 0,004049691
LC 0,013165612 0,013540064 0,013498971

REPETITIVIDAD Y REPRODUCIBILIDAD

—2
i i—X
= / i=1 (xi-X)
n—-1
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REPETITIVIDAD

OMEGA 3

DIA1

Concentracion

AREA o 3 (mV)

ESTADISTICOS

mg/mL Diala Dialb PROI\;I—(EDIO o %CV
0,1 129065,00 | 130384,00 | 129724,50 932,67 0,72
0,3 297134,00 | 304712,00 | 300923,00 5358,46 1,78
0,6 718289,00 | 736274,00 | 727281,50 12717,32 1,75
0,9 1095313,00(1123332,00| 1109322,50 | 19812,42 1,79
1,2 1548136,00 [ 1468531,00| 1508333,50 | 56289,24 3,73
DIA 2
Concentracion| AREA o 3 (mV) ESTADISTICOS
mg/mL Dia2a Dia2b PROI\;I—(EDIO i %CV
0,1 131940,00 | 130311,00 | 131125,50 1151,88 0,88
0,3 295875,00 | 297388,00 | 296631,50 1069,85 0,36
0,6 704790,00 | 746883,00 | 725836,50 | 29764,25 4,10
0,9 1176694,00 [ 1199052,00| 1187873,00 | 15809,49 1,33
1,2 1477376,00 [ 1475489,00| 1476432,50 1334,31 0,09
DIA3
Concentracion| AREA o 3 (mV) ESTADISTICOS
mg/mL Dia3a Dia3b PROI\;I—(EDIO o %CV
0,1 133684,00 | 138012,00 | 135848,00 3060,36 2,25
0,3 306958,00 | 291611,00 | 299284,50 | 10851,97 3,63
0,6 755068,00 | 716787,00 | 735927,50 | 27068,75 3,68
0,9 1154712,00(1175989,00| 1165350,50 | 15045,11 1,29
1,2 1620091,00 [ 1520484,00| 1570287,50 | 70432,79 4,49
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OMEGA 6

DIA1

Concentracion

AREA o 6 (MV)

ESTADISTICOS

PROMEDI
mg/mL Diala Dialb © X © o %CV
0,1 146087,00 | 150919,00 | 148503,00 3416,74 2,30
0,3 335856,00 | 345389,00 | 340622,50 6740,85 1,98
0,6 794180,00 | 812463,00 | 803321,50 | 12928,03 1,61
0,9 1182955,00 [ 1224479,00| 1203717,00 | 29361,90 2,44
1,2 3260163,00 | 3155009,00| 3207586,00 | 74355,11 2,32
DIA 2
Concentracion| AREA o 6 (mV) ESTADISTICOS
mg/mL Dia2a Dia2b PROI\;I—(EDIO o %CV
0,1 153656,00 | 154390,00 | 154023,00 519,02 0,34
0,3 327537,00 | 339059,00 | 333298,00 8147,28 2,44
0,6 781803,00 | 810540,00 | 796171,50 | 20320,13 2,55
0,9 1259129,00 [ 1282138,00| 1270633,50 | 16269,82 1,28
1,2 1596539,00 [ 1593694,00| 1595116,50 | 2011,72 0,13
DIA 3
Concentracion| AREA o 6 (mV) ESTADISTICOS
mg/mL Dia3a Dia3b PROI\;I—(EDIO o %CV
0,1 165777,00 | 152156,00 | 158966,50 9631,50 6,06
0,3 334416,00 | 331142,00 | 332779,00 2315,07 0,70
0,6 824182,00 | 791968,00 | 808075,00 | 22778,74 2,82
0,9 1269509,00 (1274441,00| 1271975,00 | 3487,45 0,27
1,2 1712566,00 [ 1643233,00| 1677899,50 | 49025,83 2,92

112




OMEGA 9

DIA1

Concentracion

AREA ® 9 (MV)

ESTADISTICOS

mg/mL Diala Dialb PROI\;I—(EDIO o %CV
0,1 296526,00 | 297552,00 | 297039,00 725,49 0,24
0,3 671909,00 | 692531,00 | 682220,00 | 14581,96 2,14
0,6 1576681,00 [ 1607583,00| 1592132,00 | 21851,01 1,37
0,9 2365398,00 | 2431164,00| 2398281,00 | 46503,58 1,94
1,2 3260163,00 | 3155009,00| 3207586,00 | 74355,11 2,32
DIA 2
Concentracion| AREA ® 9 (mV) ESTADISTICOS
mg/mL Dia2a Dia2b PROI\;I—(EDIO a %CV
0,1 302301,00 | 297672,00 | 299986,50 3273,20 1,09
0,3 653078,00 | 666917,00 | 659997,50 9785,65 1,48
0,6 1554046,00 [ 1632872,00 | 1593459,00 | 55738,40 3,50
0,9 2505243,00 | 2554306,00 | 2529774,50 | 34692,78 1,37
1,2 3189899,00(3170488,00| 3180193,50 | 13725,65 0,43
DIA 3
Concentracion| AREA o 9 (mV) ESTADISTICOS
mg/mL Dia3a Dia3b PROI\;I—(EDIO o %CV
0,1 303056,00 | 306949,00 | 305002,50 2752,77 0,90
0,3 674825,00 | 658246,00 | 666535,50 11723,12 1,76
0,6 1629287,00 [ 1584976,00| 1607131,50 | 31332,61 1,95
0,9 2527534,00(2538141,00| 2532837,50 | 7500,28 0,30
1,2 3407216,00 | 3270204,00| 3338710,00 | 96882,11 2,90
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REPRODUCIBILIDAD

OMEGA3
Promedios de areas (mV) Area
CONC _ ]
mg/mL | Dial Dia 2 Dia 3 Prg?\%iuo c Yo CV

0,1 129724,50 | 131125,50 | 135848,00 | 132232,67 3208,38 2,43

0,3 300923,00 | 296631,50 | 299284,50 | 298946,33 2165,64 0,72

0,6 727281,50 | 725836,50 | 735927,50 | 729681,83 5456,95 0,75

0,9 1109322,50 | 1187873,00 | 1165350,50 | 1154182,00 | 40448,69 3,50

1,2 1508333,50 | 1476432,50 | 1570287,50 | 1518351,17 | 47722,69 3,14

OMEGA 6
Promedios de areas (mV) Area
CONC _ ]
mg/mL | Dial Dia 2 Dia 3 Pr(onT\%“O ¢ Yo CV

0,1 148503,00 | 154023,00 | 158966,50 | 153830,83 | 5234,40 3,40

0,3 340622,50 | 333298,00 | 332779,00 | 335566,50 | 4386,31 1,31

0,6 803321,50 | 796171,50 | 808075,00 | 802522,67 | 5991,82 0,75

0,9 1203717,00 | 1270633,50 |1271975,00 | 1248775,17 | 39027,28 3,13

1,2 1605537,50 | 1595116,50 |1677899,50 | 1626184,50 | 45088,58 2,77

OMEGA 9
Promedios de areas (mV) Area
CONC _
0,
mg/mL |  Dial Dia 2 Dia 3 Pr?nf?\%“o o % CV

0,1 297039,00 | 299986,50 | 305002,50 | 300676,00 | 4026,28 1,34

0,3 682220,00 | 659997,50 | 666535,50 | 669584,33 |11420,66 1,71

0,6 1592132,00 | 1593459,00 | 1607131,50 | 1597574,17 | 8303,44 0,52

0,9 2398281,00 | 2529774,50 | 2532837,50 | 2486964,33 | 76817,29 3,09

1,2 3207586,00 | 3180193,50 | 3338710,00 | 3242163,17 | 84726,36 2,61
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EXACTITUD

PREPARACION DE 3 SOLUCIONES FORIFICADAS

Vey = 1000uL

Vey = 1000uL

Vey = 1000uL

=)

CsoLUCION DE TRABAJO
Vsm = Vsorucion e TRABAJO * C
sM

0,2mg/mlL

——— = 167ulL

1,2mg/mL “

0,4mg/mlL

—— = 333ulL

1,2mg/mL “

0,6mg/mlL

——— = 500ul

1,2mg/mL u

%R =R x 100

OMEGA 3

Concentracion | Concentracion | Concentracion %R

Tedrica (Cy) Blanco (Cy) | Experimental
mg/mL mg/Ml (Ce) mg/mL

0,2 0,041 0,150 54,500

0,2 0,041 0,201 80,000

0,2 0,041 0,234 96,500

0,2 0,041 0,230 94,500

0,2 0,040 0,222 91,000

0,2 0,041 0,187 73,000

PROMEDIO 81,583
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OMEGA 6

Concentracion | Concentracion | Concentracion %R
Teorica (Cp) Blanco (Cy) Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL
0,4 0,041 0,398 89,250
0,4 0,041 0,360 79,750
0,4 0,041 0,370 82,250
0,4 0,041 0,360 79,750
0,4 0,040 0,537 124,250
0,4 0,041 0,350 77,250
PROMEDIO 88,750
Concentraciéon | Concentracion | Concentracion %R
Teorica (Cp) Blanco (Cy) Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL
0,6 0,041 0,550 84,833
0,6 0,041 0,567 87,667
0,6 0,041 0,678 106,167
0,6 0,041 0,626 97,500
0,6 0,040 0,589 91,500
0,6 0,041 0,561 86,667
PROMEDIO 92,389
Concentracion | Concentracion | Concentracion %R
Tedrica (Cy) Blanco (Cy) | Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL
0,2 0,034 0,222 94,000
0,2 0,033 0,276 121,500
0,2 0,031 0,188 78,500
0,2 0,035 0,173 69,000
0,2 0,031 0,231 100,000
0,2 0,033 0,190 78,500
PROMEDIO 90,250
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OMEGA 9

Concentracion | Concentracion | Concentracion %R
Teorica (Cp) Blanco (Cy) Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL
0,4 0,034 0,465 107,750
0,4 0,033 0,412 94,750
0,4 0,031 0,399 92,000
0,4 0,035 0,354 79,750
0,4 0,031 0,476 111,250
0,4 0,033 0,411 94,500
PROMEDIO 96,667
Concentraciéon | Concentracion | Concentracion %R
Teorica (Cp) Blanco (Cy) Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL
0,6 0,034 0,612 96,333
0,6 0,033 0,657 104,000
0,6 0,031 0,589 93,000
0,6 0,035 0,545 85,000
0,6 0,031 0,544 85,500
0,6 0,033 0,598 94,167
PROMEDIO 93,000
Concentracion | Concentracion | Concentracion %R
Tedrica (Cy) Blanco (Cy) | Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL
0,2 0,028 0,167 69,500
0,2 0,030 0,196 83,000
0,2 0,027 0,166 69,500
0,2 0,031 0,221 95,000
0,2 0,031 0,175 72,000
0,2 0,002 0,198 98,000
PROMEDIO 81,167
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Concentracion | Concentracion | Concentracion %R
Teorica (Cp) Blanco (Cy) Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL

0,4 0,028 0,398 92,500
0,4 0,030 0,421 97,750
0,4 0,027 0,411 96,000
0,4 0,031 0,500 117,250
0,4 0,031 0,407 94,000
0,4 0,002 0,365 90,750

PROMEDIO 98,042

Concentracion | Concentracion | Concentracion %R
Teorica (Cp) Blanco (Cy) Experimental
mg/mL mg/mL (Ce) mg/mL

0,6 0,028 0,587 93,167
0,6 0,030 0,555 87,500
0,6 0,027 0,554 87,833
0,6 0,031 0,666 105,833
0,6 0,031 0,588 92,833
0,6 0,002 0,643 106,833

PROMEDIO 95,667
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ANEXO 3

CERTIFICADO DE LA VARIEDAD DE LINO CULTIVADA EN EL ECUADOR

i sps s . . c1e
Z = s Pontificia Universidad Catédlica del Ecuador
E ] 2 Av. 12 de Octabro 1006 y Roea
L X F Apariado posial 17012184
N HFREARIO OCA Fa 93 -2 299 687
T Telf. $93 - 2299 1 - Ti4

Quito, 28 de Agosto de 2014
CERTIFICADO

A QUIEN INTERESE

En base a lu revision de In coleccién y la base de datos del Herbario QCA, certifico que
dentro de la familia LINACEAE existen especimenes de las especies Limwm usitatissinmm L.,
registrada en el Ecuador continental; y Linum harlingii Eliasson registrada para las islas

Galdpagos.

Alentamente,

‘.\‘()Ma Yow oltiou=

Dra. Katya Romoleroux, Ph. D
Directora del Herbario QCA
Escuela de Ciencias Bioldgicas
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ANEXO 4

ANALISIS TAXONOMICO DE PLANTA DE LINO ECUATORIANA

15 Av 120 Octebire 1076 ¥ Risca
: Apariads pustal 17-01-2184

“ ” MERBARIO OCA Fax: 932~ 2001 - 687
i el 503~ 2 - 200 ) . 714

Quie - Eounbor

E . Pontificia Universidad Catélica del Ecuador

Quito, 28 de Agosto del 2014

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION

El espécimen examinado corresponden a:

Linum usitatissimum L.

o Clase: Equisetopsida C. Agardh

» Subclase: Magnoliidae Novék ex Takht,

« Superorden: Rosanae Takht

o Orden: Malpighiales Juss. ex Bercht, & J. Pres|
« Familia: Linaceae DC. ex Perleb

o Género: Linum 1.,

= Especie: usitatissimum L.

« Nombre comin: lino

> >
Alvaro ). Pérez

Curador de Angiospermas Herbario QCA
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1. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 1 DE

ANEXO 5

CROMATOGRAMAS

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

Method Mame:

C:Chre m Quest'Enterp rise ' Pro jecis\DefaulitM etho A\SEIDL A'curva'ACIDOS GRASOS SPLIT

S0 anet
Data: CAChro mQuest Enterp rise'Pro jecis'Default'Data'\LINAZA CANADIENSE 1 DIL 1000
User: System
Acquired: S5/26/2014 1:42:18 AM
Printed : 6/4/2014 4:14:42 P
1sooe | 15000
10000 L 10000
n B
= o o =
soon ] z2 2 2 | soon
R
89 5
° 1T °
T T T T T T T T T T
o 10 =0 30 40 50 &0
Mhes
Focus GC-Sejial
FID Results (System
(G 420014 4:14:12
PR ) (Reprocessed))
Pk # Mame Ratention Time Araa Concentration
1 Z18:1nYe GT 942 F445473 14 807
2 C1E2ZndAc 40275 ZA168E 21205
42017 QEn0oE FT222

3 C1E:EnS
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2. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 2 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

al FIO
1IENS

ENSE 2 DIL 1000

Method Name: C:\ChromQuestEntexrprise'Projecits\Default Method \SEIDL A'curva'ACIDOS GRASOS SPLIT
S0amet

Data: CChrom QuestEnterprise’Projects'\DefaultData’LINAZA CANADIENSE 2 DIL 1000
User: System
Acquired: 57262014 2:48:54 AM
Printed: 6/4/2014 5:08:25 PM
taonn | [ 15000
10000 | [ 10000
) )
2 o oo 2
soo0 | g e 2 [ so00
= ;
o o o
593
’ —— v
0 ' 0 ' 20 ' an ' P ' 50 ' 0
Mines

Focus GC-Sejial
FID Resulis (System
(6/4/2014 5:07:58

PR ) (Reprocessed))
Pk # Nawme Retention Time Area Concentration
1 ClEln%e 37042 235526 11.649
2 Clidnhe 40 278 197130 16.640
3 ClE:5ns 42917 FOT056 S7330
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3. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 3 DE

LINAZA CANADIENSE CON DILUCION 1000

de: - hillivots

E30IL 1000

Method Name: C ' Chrom Quest'E nterprise'Projects\Default'M ethod \SEIDL A'curva' ACIDOS GRASOS SPLIT
50.met

Data: C:Chrom Quest'Enterprise'Projects'Defauli' Data'LINAZA CANADIENSE 3 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26/2014 3:55:35 AM
Printed: 6/4/2014 4:21:18 PM
LR I 15000
10000 L 10000
M B
H oo £
5000 Z g 2 [ 5000
= oo
o o o
535
r 11 1 r
n ' 0 ' 2 ' an ' a0 ' 0 ' 80
Minkes
Focus GC-Sefial
FID Results (Sysiem
(6/4/2014 4:20:48
PM) (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 ClEln%e 370943 319685 13920
1 ClEinde 40278 241534 19.780
3 C1E3n3 42918 EROSLE 71165

124



4. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 4 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

ez - Amplitude: -

=l FIO
DIENSE 4 DIL 1000

Method Name: C:\Chrom Quest' Enterprise'Projects'D efault' M etho d'\SEIDL A'wwrvatA CID OS5 GRASOS SPLIT
50.met

Data: CuChrom Quest' Enterprise'Projects'Defauli'Data' LINAZA CANADIENSE 4 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/20,/2014 5:02:09 AM
Prinied: 6/4,52014 4:29:12 PM
teoon{ — L 15000
10000 L 10000
E- -]
2 i oo 2
5000 J 2 g 2 L 5000
1 - ™M
4 o o [eu]
3 l %39
o —— 0
L B I L L B B B R R L B L T T T T T T T T
o 10 10 a0 40 50 &0
MiEivE:
Focus G C-Sefial

FID Results (System
(6/4/2014 4:28:44

PM) (Reprocessed))
Pk # DName Hotention Time Area Concentratton
1 ClE:1nfc 37042 309428 13566
2 ClE:2nbc A0.277 237776 19514
3018303 42020 A93358 56290
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5. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 5 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

Method Name: C Chro m Quest' Enterprise' Projects'\Defaulti M etho ' SEIDL Alcwrva' ACID OS5 GRASOS SPLIT
50.met

Data: C Chro m Quesit' Enterprise' Projecis\Defauli\Data'LINAZA CANADIENSE 5 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/20,/2014 6:08:45 AM
Printed: 6/4/2014 4:30:14 PM
LR I I 15000
10000 | | 10000
B o
E oo 2
000 T e 2 [ 5000
= ™.
oo [xa] [ia]
999
o —— o
0 ' 10 ' 20 ' a0 ' a ' 5 ' 80
MinEs

Focus GC-Sefial
FID Resulis {System
(6/4/2014 4:29:34

PR (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 ClE:1nfc 37043 271304 12210
2 C1E2nfc A0.275 207192 17352
3 C1E:En3 42917 750470 61309
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6. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 6 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

Method Name: C Chro m QuestE nierprise'Projects'\D efault' Metho d' SEIDL A'cwrva'ACID OS5 GRASOS SPLIT
S0anet

Data: CHChrom Quest Enterprise’Projects'Default'Data'LINAZA CANADIENSE 6 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26/2014 7:15:21 AM
Printed: 6/4/2014 5:09:24 PM
LU I 15000
10000 | 10000
2 2
g [5] [5] g
so00 o @ 2 [ 5000
— ™ M
o [un] [un]
955
. I — .
0 ' 10 ' 20 ' 2 ' @ ' 5 ' 80
Minnes
Focus GC-Sefial

FID Resulis (System
(6/4/2014 5:08:54

PL) (Reprocessed))
Pk # Name Retantion Time Area Concentration
1 ClE:1nfc 37940 270926 12197
2 ClE:2nfc 40275 217613 18.089
3 C1E8:353n3 420915 T55183 60983
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7. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 7 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

al
SE7 DIL 1000

Method MName: CChrom Quest Enterprise'Projects\Defauli'’Method\SEIDL A'cwrva’ACID OS5 GRASOS SPLIT
50 met

Data: CChrom Quest Enterprise'Projects' Default\Data'LINAZA CANADIENSE 7 DIL 1000
O sex: System
Acquired: 52052014 8:22:03 AM
Printed: 6/4/2014 5:04:07 PR
w00 L 15000
10000 L 10000
-l &
2 oo 2
soon g % 2 [ 5000
= oM
oo =] =]
55859
! N — 0
T T T T T T T T T T T T
o 10 20 a0 40 50 &0
Miine:

Focus GC-Serial
FID Resulis (System
(6/4/2014 5:03:42

PM ) (Reprocessed))
Pk # DName Rotention Time Area Concentration
1 Cl&:1n%c 37235 250201 11460
2 ClE2nfc 40.270 192649 16323
3 C1ESnS 42910 AREA03 56673
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8. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 8 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

Method Name: C \Chrom Quest'Enterprise'Projects\Defaul M etho I \SEIDL A'curva'ACID 05 GRASOS SPLIT
50.met
Data: CChrom Quest' Enterprise'Projects\Default\Data'LINAZA CANADIENSE 8 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26/2014 9:28:43 AM
Printed : 6/4/2014 5:05:19 FM
15000 4 N_ame 15000
10000 4 | 10000
8 &
g 3] o g
5000 Z g 2 [ 5000
e L]
[iu] oo o
39379
r [ — r
T T LN LI L I B L R LU L R R R B [N BN B DL R I L R | T T T
i} 10 20 30 40 a0 G0
MinEs
Focus GC-Serial
FID Resulis (Sysiem
(6/4/2014 5:04:52
PM ) (Reprocessed))
Pk # Name Reteution Time Area Concentration
1 ClEg1n%c 37035 ATEATE 12465
2 ClEZnde 40270 211384 17648
3 C1E3nd 42 808 739540 61314
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9. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 9 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

Method MName: C 1\ Chrom Quest'Enterprise' Projects'Default'Metho '\ SEIDL A'cwrva'ACID 05 GRASOS SPLIT
S0.met

Data: C\Chrom Quest'Enterprise'Projecis'Defauli'Data' LINAZA CANADIENSE 9 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26/2014 10:35:24 AN
Printed : 6/4/2014 5:06:25 PM
tgoon - [ 15000
10000 L 10000
E=] E-]
] 2] 5] E
so00 2 g £ [ 5000
— M
[eu] o o
8% 3
v I — v
0 ' 10 ' 20 ' m ' a ' s ' 80
MiinE:

Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(64,2014 5:06:00

PR ) (Reprocessed))
Pk # Name Rotention Time Area Concentration
1 ClEin9c 37035 221445 10438
2 ClEIndc 40 267 168410 14623
3 C1E:SnS 42910 594197 48763
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10. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 10

DE SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

GE 10 DIL 1000

Method Name: C M Chrom Quest'Enterprise'\Projects'Defaulf M ethe d'\SEIDL A'curva' ACID O5 GRASOS SPLIT
S0met

Data: ChChrom QuestEnterprise'Projects'DefanlfData'\LINAZA CANADIENSE 10 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26/2014 11:42:06 AM
Printed: 6/4/2014 5:10:22 PM
a0 L 15000
10000 L 10000
B B
E o0 E
000 T e 2 | 5000
= oM
o oo [xa]
558
0 [ — r
0 ' 10 ' 20 ' W ' @ ' 50 ' 50
Minks

Focus GC-Sejial
FID Results (System
(6/4/2014 5:10:05

P (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 Cl1E:1nfe 370838 233833 10878
2 C18:2ndc 40372 183063 15645
3 C1E:3En3 420812 a40392 52269
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11. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 11

DE SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

de: - Mllwolts

SE1 OIL 1000

ki

Mnut

Method Name: CChrom QuestEnterprise'Projects'Default'M etho d\SEIDL A'curva' ACID O5 GRASOS SPLIT
S0met

Data: C . Chrom Quest Enterprise'Projects'Default'Data'LINAZA CANADIENSE 11 DIL 1000
User: System
Acyuired: 5/26/2014 12:48:40 PM
Primied : 6/452014 5:11:11 PM
taooo | [ 15000
10000 L 10000
B B8
] oo £
soon 2 g 2 L5000
L
=] o o
8585
v I — v
LN B B B B R I B B B B B [N L R L L L R B | L L B | T L T
i 10 20 30 40 50 i
Minnes
Focus GC-Sefial

FID Resulis (Sysiem
(6/4/2014 5:10:50

PM ) (Reprocessed))
Pk # DName Retention Time Area Concentration
1 ClE:1n%c 37837 282048 12592
2 ClE2nfc 40,270 222614 18442
3 C1ESnS 42912 739479 50701
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12. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 12

DE SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 1000

JIENSE 12 DIL 1000

Method Name: C .Chro m Quest Enterprise'Projecis\Default\M etho d \SEIDL A'cwrva'ACID OS5 GRASOS SPLIT
S0met

Data: C\Chrom Quesf Enterprise'Projecis\Default'Data'\LINAZA CANADIENSE 12 DIL 1000
User: System
Acguired: 5/26,/2014 1:55:15 P
Printed : 6/4/2014 5:11:58 PM
oo - - I 15000
10000 | 10000
-] B
g [3] (5] g
soon Z o 2 [ 5000
= on
[iu] oo o
5% 3
v —— v
0 ' 10 ' 20 ' a0 ' @ ' 50 ' 50
Mhkes

Focus GC-Sefial
FID Results (System
(6/4/2014 5:11:35

PM) (Reprocessed))
Pk # Name Rotention Time Area Concentration
1 Cl&:1n%c 37837 269007 12129
2 ClE:2ndc 40270 210500 17586
3 C1E:Sns 4289135 747354 60389
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13. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 1 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

Method Name: CChrom Quest\Enterprise'Projects Defauli'Metho d\SEIDL A'cwrva'ACIDOS GRASOS SPLIT
50.met

Data: C i Chrom Quest Enterprise'Projects Default'Data'\LINAZA ECUATORIANA 1 DIL 1000
User: System
Acqguired: 5/26/2014 3:01:55 PM
Printed: 6/4/2014 5:12:42 PM
oo - 15000
10000 L 10000
8 B
8 o oo [ s
5000 ] Z o2 2 [ 5000
= o m F
[a] oo [a] [
&% 39 3
r [ — e
0 ' 10 ' 30 ' 10 ' @ ' 50 ' 80
Mines
Focus GC-Sefial

FID Results (System
(6/4/2014 5:12:19

P (Reprocessed))
Pk # Name Hotention Time Area Concentration
1 ClEln%c 37040 317441 13851
2 ClE2nfc 40273 265668 21487
3 C1E:3n3 42013 202312 64561
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14. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 2 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

1
4.0 475 00

Meihod Name: C Chrom Quest\ Enterprise'Projects' D efault'\ M ethod\SEIDL A'cwrva’ ACID OS5 GRASOS SPLIT
50 met

Data: CuChrom Quest\ Enterprise'Projects' Default'Data'\LINAZA ECUATORIANA 2 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26/2014 4:08:30 PN
Printed: 6/4/2014 5:13:23 PM
15000 N_sume 14000
10000 4 | 10000
] &
E [T 2
5000 2 E 2 L5000
= N,
o o o
255
o 1 1 o
0 ' 10 ' 10 ' a0 ' a ' 50 ' 0
Minnes
Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4,/2014 4:20:00
PM) (Reprocessed))
Pk # Name Haterntion Time Area Concentration
1 ClE:1n%c 37038 250160 11458
2 ClE2nAc 40273 237115 18.760
3 18503 43912 TO0AT0 63677
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15. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 3 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

Method Name: CAChrom Quest E nierp rise'Projects\D efaulf M etho d\SEIDL A'curva’ACID 05 GRASOS SPLIT
50.met

Data: CAChrom Quest Enterprise’'Projects\DefaulfData\LINAZA ECUATORIANA 3 DIL 1000
User: System
Acyuired: 5/26/2014 5:15:10 PM
Printed: 6/4/2014 5:14:06 PR
a0 | —— [ 15000
10000 J L 10000
-] -]
S 3] [2) S
soo0 T g 3 [ 5000
= |
[un] o [un]
€89
v [ — v
L L L A L | T T T T T T T T T T
o 10 20 a0 40 50 &0
Minnes

Focus GC-Serial
FID Resulis (System
(6/4/2014 5:13:45

PM ) (Reprocessed))
Pl # DName Ratontion Time Araa Concentration
1 Cl&in%: 37943 291689 12935
2 ClE:Infc 40273 245588 20.067
3 OC1E:3nS 42913 213538 65413
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16. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 4 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

Method Name: CHChrom Quest Enterprise'Projecis'Default M etho d\SEIDL A'curva'a CIDOS GRASOS SPLIT
50 met

Data: CHChrom Quest Enterprise'Projecis'DefaulitData'\LINAZA ECUATORIANA 4 DIL 1000
User: System
Acyuired: 5/26/2014 6:21:45 PM
Printed : 6/4/2014 5:14:52 PM
L I L 15000
10000 J L 10000
-] -]
2 [2) [2) 2
5000 z 2 £ [ 5000
= oM
oo oo o
997
0 I — v
0 ' 10 ' 20 ' a0 ' a ' £ ' 80
Mines

Focus GC-Sejial
FID Results (System
(6/4/2014 5:14:28

PR ) (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 Cl18:1n%c 37042 263315 11926
2 ClEInfic 40272 228718 18874
3 C1E:3n% 429132 A93383 56292
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17. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 5 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

T —T T
425 460 7.5 25 550 ] 600 624

Method Name: C A Chrom QuestEnterprise\Projects'DefaultMetho d'\SEIDL A'curvatACID OS5 GRASOS SPLIT
S0amet

Data: C A Chrom Quest Enterprise\Projecis'DefaultData' LINAZA ECTUATORIANA 5§ DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26/2014 T7:28:21 PM
Printed: 6/4/2014 5:15:39 PM
a0 - [ 15000
10000 J | 10000
2 &8
E [2) o E
5000 2 g E [ 5000
- ;
=] oo =]
oo
0 L1 0
[ I
0 ' 10 ' 20 ' a ' @ ' 50 ' 80
[ 1110 3

Focus GC-Sefial
FID Resulis (Sysiem
(6/4/2014 5:15:09

PM ) (Reprocessed))
Pk # Nawme Hotontion Time Arag Concentration
1 Cli:1n%c 37 937 216026 10245
2 ClE:Infe 40 273 197140 16.641
3 C1E:SnS 42913 GEZ1TE 53999
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18. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 6 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

Nit§ DIL 1000

T T
450 4s

Method Name: C Chro m QuestE nterprise'Projecis\Default Metho d \SEIDL A'curv ' ACID OS5 GRASOS SPLIT
50 met

Data: C AChrom QuestEnterprise'Projecis\DefaultData’'LINAZA ECUATORIANA 6 DIL 1000
User: System
Acyuired: 5/26/2014 8:34:58 PM
Printed: 6/4/2014 5:16:19 PM
taoon 4 o [ 15000
10000 L 10000
E- -]
H oo g
5000 g e g [ 5000
= -
(=] o o
OO D
0 L1 | o
[T |
0 ' 10 ' 20 ' 0 ' 0 ' 5 ' 80
Mines

Focus GC-Serial
FID Resulis (System
(6/4/2014 5:02:43

PAM) (Reprocessed))
Pk # Nome Retontion Time Aren Concentration
1 ClEin9ec 37938 290890 12907
2 ClEZnde 40273 261816 21214
3 ClE83n3 429132 208435 65026
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19. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 7 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

|7 DIL 1000

Method Name: C Chrom QuestE nterp rise ' Projects\ D efaulit M etho d\SEIDL A'curva' ACID 05 GRASOS SPLIT
50 met

Data: C A Chrom QuestEnterprise'\Projects\DefaulitData'\LINAZA ECUATORIANA 7 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/26,/2014 9:41:34 PM
Printed: 6/4/2014 5:17:02 PM
L B - 16000
10000 L 10000
-] B
8 1 o o [ s
000 T g 2 [ 5000
B oo oo oo [
| ©°f 3
07 I — rt
0 ' 10 ' 20 ' a0 ' a0 ' 5 ' B0
Miinks

Focus GC-Sefial
FID Results (System
(6/4/2014 5:16:41

PM ) (Reprocessed))
Pk # Nawme Retention Time Area Concentration
1 Cl&ln9c 3T R3S 284617 12684
2 C1E8:2nde 40 270 251581 20491
3 C1E:3En3 42012 232828 66 877
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20. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 8 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

Method Name: CChro m Quest'E nterprise'\Projecis\Defaul M etho d\SEIDL A'cwrva' A CIDOS GRASOS SPLIT

50amet

Data: CChrom Quest' Enterprise'\Projects\DefaultData'LINAZA ECUATORIANA 8 DIL 1000
U ser: System
Acquired: 5/26/2014 10:48:13 PM
Printed: 6/4/2014 5:17:44 PM
15000 - Heme I 15000
10000 | 10000
&8 8
E 00 E
5000 2 £ 2 L5000
R Y
o o oo
559
v I — v
0 ' 0 ' 10 ' a0 ' a ' 50 ' 80
Mines
Focus GC-Sefial
FID Results (System
(64,2014 5:17:23
PM ) (Reprocessed))
Pk # Name Hatention Time Area Concentration
1 ClE:1nRe 37837 293702 13007
2 ClE:2nfe 40272 266605 21553
3 C1E:3nS 42913 QIATETS 74093

141



21. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 9 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

- pmplitude: -~ Mllots

HAS OIL 1000

Method Name: C A Chrom QuestEnterp rise'Projects\Defanlt M etho d'\SEIDL A'curv 2’ ACID 05 GRASOS SPLIT
S0met

Data: CChrom QuestEnterprise'Projects'Default'Data'LINAZA ECUATORIANA ¢ DIL 1000
User: System
Acquired: 5262014 11:54:47T PM
Printed: 6/4/2014 5:18:33 PM
LR I [ 15000
10000 [ 10000
B B
S o) [2) S
sno0 2 & € [ 5000
- o
o =] [x=]
533
¢ [ — ¢
0 ' 10 ' 10 ' a ' Q@ ' 50 ' 0
[ 111h 33

Focus GC-Sejial
FID Resulis (System
(6/4/2014 5:18:09

PM) (Reprocessed))
Pk # Name Hatention Time Arag Concentration
1 Cl2:1nfe 37937 342636 14.746
2 ClEInde 402732 310257 24 640
3 C1E:Snd 429132 1092041 86555

142



22. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 10

DE SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

A0 DIL 000

Method Name: CAChrom QuestEnterprise'Projects'Default\Meitho d\SEIDL A'curva’ACIDOS GRASOS SPLIT
S0amet

Data: CAChrom Quest:Enterprise'Projects\DefaultiData’ LINAZA ECUATORIANA 10 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/27/2014 1:01:23 AM
Prinied: 6/4/2014 5:19:17 PR
G - I 15000
10000 [ 10000
2 2
H oo H
o0 T 2 2 [ soo0
— M
o [iu] [un]
995
0 —— .
0 ' 10 ' 20 ' a ' @ ' 50 ' 0
Minnes
Focus GC-Serial

FID Resulis (System
(6/4/2014 5:18:53

PM) (Reprocessed))
Pl # Name Hatontion Time Araa Concontration
1 Clg:1nfc 37937 276324 12389
2 ClEZnfc 40273 253617 20635
3 ClE83n3 42913 2T08E8 70450
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23. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 11

DE SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

T
100 125 150 175

Method Name: C M Chrom Quest\Enterprise' Projecis\Default'Method\SEIDL A'cwrva'\ACID 08 GRASOS SPLIT
S50met

Data: C M Chrom Quest\Enterprise' Projecis\DefaultData' LINAZA ECUATORIANA 11 DIL 1000
User: System
Acquired: 5/27/2014 2:08:01 AM
Printed: 6/4/2014 5:20:05 PM
U I I 15000
10000 4 I 10000
B B
g [5] [1] g
so00 T o @ [ 5000
= m
o [xa] o
%99
v I — v
0 ' 10 ' 20 ' 20 ' 2 ' 50 ' 80
Minnes

Focus GC-Serial
FID Resulis (System
(6/4/2014 5:19:41

PM) (Reprocessed))
Pk # Name Rotention Time Area Concentratton
1 Clg1n%c 37042 302471 13318
2 Cl&82ndc 40 277 274038 22079
3 C18:3n3 420915 Q17706 73321
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24, CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 12

DE SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 1000

Method Name: C M Chrom Quest\E nterp rise'Projects'D efault'\A etho d \SEIDL A'curva’ ACIDOS GRASOS SPLIT
S0met

Data: CChrom Quest\Enterprise'Projects\Defanlt'Data'LINAZA ECUATORIANA 12 DIL 1000
Oser: System
Acquired: 52772014 3:14:3T AM
Printed: 0/4/2014 5:20:48 PM
LR I L 15000
10000 | 10000
8 B
E 0o E
s000 T @ @ [ snoo
S
[in] o o
589
o I — o
0 ' 10 ' 20 ' 20 ' a ' 50 ' 80
Minnies
Focus GC-Sefial

FID Resulis (System
(6/4/2014 5:20:29

PR (Reprocessed))
Pk # Name Rotention Time Area Concentration
1 ClEdndc 37043 3180933 13904
2 Cl&inde 40275 2964608 23675
3 ClE3ns 42917 1012194 80493

145



25. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 1 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

Method Mame: C:AChrom Quest Enterprise'\Projects'D efault' M etho \SEIDL A'curva' A CIDOS GRASOS SPLIT
S0.met

Data: CAChrom Quest Enterprise'\Projecis\ D efault\Data'\LINAZA CANADIENSE 1 DIL 400
User: System
Acyuired: 5/27/12014 4:39:42 PM
Printed: 6/4:2014 3:51:03 PM
15000 < N_ame - 15000
10000 4 |- 10000
r r
g [5) (&) g
5000 4 T E ¢ L 000
ML T
o o o
oo 0
[ |
‘ T 1 ’
0 ' 10 ' 20 ' 30 ' 40 ' 50 ' 60
MinEs
Focus GC-Serial

FID Resulis (System
(6/4/2014 3:41:46

PM) (Reprocessed))
Pk # DName Retention Time Area Concentration
1 C18:1nfc 37842 F21020 11281
1 Cl8dnbc 40277 542426 16594
3 C1E3nS 42918 2003400 62.295
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26. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 2 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

Method Name: C:Chrom Quest\Enterprise'\Projecis\Default\M etho d\SEIDL A'cwrva’ACIDOS GRASOS SPLIT

50 met
Data: CChrom Quest Enterprise'Projects\DefaultData'LINAZA CANADIENSE 2 DIL 400
User: System
Acyuired: 5/27/2014 5:46:22 PM
Printed: 6/4/2014 3:48:03 PM
15000 Name I 15000
10000 | 10000
B B
g 2] 5] g
5000 Z & ¢ L sn0n
—owa
[xa] [1n] [ia]
555
t 1T b
! ' 10 ' 2 ' 10 ' a0 ' 50 ' 80
Minves
Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 3:47:05
PM ) (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 C1&:1n%c 37943 541692 8.729
2 ClE:dnde 40277 417323 12884
3 C1E:3nS 42917 14ERE2E 46,4670
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27. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 3 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

Method MName: CruChrom Quest'E nterprise' Projects' Default M ethed\'SEIDL A'curva’ACID 05 GRASOS SPLIT
S0met

Data: CAChrom Quest'E nterprise'Projects'DefaultiData'LINAZA CANADIENSE 3 DIL 400
User: System
Acyuired: 52772014 6:52:58 PM
Printed: 6/4/2014 3:50:38 PM
LI Bl L 15000
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-] £
£ [ o £
5000 2 e T | 5000
= oM
o o [eu]
5379
o [ — o
T T T T T T T T T T T T
o 10 20 30 a0 50 &0
Mz

Focus GC-Serial
FID Results (System
(6/4/2014 3:49:55

PR (Reprocessed))
Pk # Nawme Retontion Time Area Concentration
1 ClE:1lndc 37942 743443 11599
2 C1E:2nAc 40275 A50244 16 899
3 ClE:3ns 42817 20537475 63329
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28. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 4 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

FID
DIENSE 4 DIL 400

Method Name: C uChrom Quest\E nterprise'Projects' D efault'\Method\SEIDL A'cwrva* ACID OS5 GRASOS SPLIT
50.met

Data: CChrom Quest\E nterprise'Projects'Default'\Data'\LINAZA CANADIENSE 4 DIL 400
User: System
Acyuired: 57272014 7:59:38 PM
Printed: 6/4/2014 3:54:34 PM
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10000 4 I 10000
8 g
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o 10 ] a0 40 A0 =11}
Mies

Focus GC-Serial
FID Resulis (System
(6/4/2014 3:53:42

PM ) (Reprocessed))
Pk # DName Ratention Time Area Concentration
1 Cl1E:1n9%c 37042 T29737 11404
2 ClE:2nbc A0.275 343027 16440
30 C1E:3n3 42017 1397320 49964

149



29. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 5 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

SE 5 DIL 400

Method Name: C\Chrom Quest\Enterprise'Projects'Default Method\SEIDL A'cwrva'lACID OS5 GRASOS SPLIT
S0amet

Data: C\Chrom Quest\Enterprise'Projects'Default' Data'LINAZA CANADIENSE 5 DIL 400
User: System
Acquired: 5/27/2014 9:06:13 PM
Printed: 6/4/2014 3:55:45 PM
LR R - 15000
10000 4 L 10000
2 £
e [T 2
5000 2 g 2 L5000
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199
0 T 1 b
o ' 10 ' 10 ' 0 ' a0 ' 50 ' 50
Mines

Focus GC-Serial
FID Resulis (System
(6742014 3:55:06

PM) (Reprocessed))
Pk # Nawme Rotention Time Area Concentration
1 ClElnfe 37.240 549276 8837
2 ClEdnfc 40272 423906 13071
3 12303 42915 1534735 48.064
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30. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 6 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

Method Name: CHChrom Quest Enterprise'Projects'Default\ M etho \SEIDL A'curvalACIDOS GRASOS SPLIT
S0 met
Data: CHChrom Quest Enterprise’'Projecis'DefaultData LINAZA CANADIENSE 6 DIL 400
Oser: System
Acquired: 5272014 10:12:50 PM
Printed: 6/4/2014 3:56:53 PM
15000 1 ME 15000
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- -
s ] o o g
000 T 2 2 L &onn
4 o o o
3 1 595
o I f
0 ' 10 ' 10 ' a0 ' 40 50 50
Minnes
Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 3:56:12
PM ) (Reprocessed))
P # DName Retontion Time Area Concentration
1 ClE:lnfc 37040 aIE0A3 10,112
2 CliEZnAe 40275 400741 15216
3 C1ESmd 420913 ITAE518 54 555
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31. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 7 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

rtion Time:
) tration

Method Name: C\Chrom Quest\Enterp rise' Projects\Default M etho d\SEIDL A'curvalACID O5 GRASOS SPLIT
S0met

Data: C\Chrom Quest\Enterprise'ProjectsiDefaultData' LINAZA CANADIENSE 7 DIL 400
User: System
Acquired: 5/27/2014 11:19:26 PM
Printed : 6742014 3:58:04 PM
15000 N_Elme 15000
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8 8
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o w0 w T T T a  a] 50
MiiEs

Focus GC-Serial
FID Resulis (System
(6742014 2:57:20

PR (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 Cle8:1n%c 37042 539777 8.702
2 ClEdnAc 40277 407603 12.609
3 OC1ESnS 42017 1509471 47207
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32. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 8 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

Method Name: C\Chrom Quest\E nierprise'Projects'D efauli' M etho d\SEIDL A'cuwrva' ACID 05 GRASOS SPLIT
S0met

Data: C:\Chrom QuestE nterprise'Projects'DefaultData'\LINAZA CANADIENSE 8 DIL 400
Oser: System
Acguired: 5282014 12:26:03 AM
Printed: 6/4/2014 3:58:54 PM
taooo | — [ 15000
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E-l -]
2 oo E
soon ez e [ s000
= oo,
oo o o
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r —— o
0 ' 10 ' 20 ' 20 ' a0 ' 50 ' 80
Minnes

Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 3:58:28

PM ) (Reprocessed))
Pk # DName Retention Time Area Concentration
1 Cl8:1n9c 37038 al4928 9771
2 ClZInfc 40 275 469467 14359
3 C1E:3n% 43917 1662625 51947
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33. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 9 DE

SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

Method Name: C AChrom QuestE nterp rise'Projects'Defaultbl ethod \SEIDL Atcwrvat A CIDOS GRASOS SPLIT
50.met
Data: C\Chrom Quest\E nterp rise'Projects'\DefauliData'\LINAZA CANADIENSE 9 DIL 400
User: System
Acquired: 5/28/2014 1:32:39 AM
Printed: 6/4/2014 3:59:57 PM
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18303

1] 10 20 3:] a0 =11}
M es

Focus GC-Sefial
FID Results (System
(6/4/2014 3:59:13
PRI (Reprocessed))

Pk # Name Raotention Time Area Concentration

1 ClE:lnfc 37943 45117 THi5

2 ClE2nfc A0 278 375139 11.691

3 CEAn3 42918 1335720 42021
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34. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 10

DE SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

3E 10 DIL 400

Method Name: C Chrom Quest Enterp rise'Projects'Default' M etho d\SEIDL A'cwrva'ACID OS5 GRASOS SPLIT
S0.met
Data: C:\Chrom Quesi'Enierp rise'Projecis'\Default\Data' LINAZA CANADIENSE 10 DIL 400
User: System
Acquired: 5/28/2014 2:39:15 AM
Printed: 6/4/2014 4:01:06 PM
L - 15000
10000 L 10000
n B
s oo [ s
5000 T 2 2 L5000
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555 :
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0 ' 10 ' 20 ' an ' @ ' 50 ' 80
T
Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 4:00:21
PRI (Reprocessed))
Pk # Name Hetention Time Area Conceniration
1 ClE:1n%c 37043 573198 9178
2 ClE:2nde 40278 442060 13584
301838 42918 1565544 49,000
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35. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 11

DE SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

Method Name: C 1 Chrom Quest\Enterprise'\Projecis'Default'Method'SEIDL A'curva'ACID OS5 GRASOS SPLIT
S0.met
Data: C:Chrom Quest Enterprise'\Projecis'Default\Data'\LINAZA CANADIENSE 11 DIL 400
User: System
Acquired: 5/28/2014 3:45:51 AM
Printed: 6/4/2014 4:02:03 PM
15000 4 Ene 15000
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& &
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5000 e L 5000
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v 1 1 0
o ' 1o ' 20 ' a0 ' 40 ' 50 ' 50
M s
Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 4:01:38
PM ) (Reprocessed))
PEk# Name Retention Time Area Concentration
1 Cli:lnde 37043 AH1TOE 10437
2 Cl2dnfe 40278 500047 15224
3 ClEadnd 42920 1713998 53507
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36. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 12

DE SEMILLA DE LINO CANADIENSE CON DILUCION 400

SE 12 OIL 400

Method Name: C:\Chrom Quest\Enterprise'Projecis'D efault' M ethod \SEIDL A'cwrva'A CIDOS GRASOS SPLIT
S0amet

Data: C:\Chrom Quest\Enterprise'\Projecis'D efault\Data'LINAZA CANADIENSE 12 DIL 400
Oser: Sysiem
Acquired: 52872014 4:52:31 AM
Printed: 6,/4/2014 4:03:06 PM
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8 F-l
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Minnes
Focus GC-Sefial

FID Resulis (System
(6/4/2014 4:02:25

PR (Reprocessed))
Pk # MNome Retention Time Area Concentration
1 Cld:inbe 37043 143870 10.184
3 ClE:dnfe 40 278 495520 15.105
3 C1E:En0 42018 1775671 55380
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37. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 1 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

ME 1 DIL 400

475

Methed MName: C AChro m Quest\Entexp rise' Projects\Default'hM ethod \SEIDL A'vwrva’ACID 05 GRASOS SPLIT
S0 met

Data: CAChro m Quest Enterp rise'Projects\DefauliiData'LINAZA ECUATORIANA 1 DIL 400
Oser: System
Acquired: 5282014 5:59:06 AM
Printed: 6/4/2014 4:04:16 PR
R B L 15000
10000 L 10000
E-l =
2 ] oo E]
s000 e 2 L5000
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4 o o o
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o] [ — 0
0 ' 0 ' 20 ' 3 ' an ' 50 ' 80
Minkes

Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 4:03:52

PR) (Reprocessed))
P # Nowme Retention Time Area Concentration
1 Clglnfc 37042 T44a51 11.616
2 ClE2ndc 40277 a17113 18535
3 212303 42891% 1873487 58350
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38. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 2 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: C A\ Chrom Quest'Enterprise'\Projecis\Default Method \SEIDL A'curva'\A CIDOS GRASOS SPLIT
S0.met

Data: C A\ Chrom Quest'Enterprise'\Projecis\DefaultData'LINAZA ECUATORIANA 2 DIL 400
Oser: System
Acguired: 5/28/2014 T:05:46 AM
Prinied : 6/4/2014 4:05:01 PM
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[a] o [a]
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Minnes

Focus GC-Serial
FID Resulis (Sysiem
(6/4/2014 4:04:38

P (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentraiton
1 ClE1nf9c 3T H3E Aa5a310 10360
2 ClEinée 40273 A902035 17774
3 C1EInS 428913 2042304 63476
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39. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 3 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: C 3\ Chrom Quest'Enterp rise'Projects\Defaulf\ b ethod \SEIDL A'cwrvalACID OS5 GRASOS SPLIT
50.amet

Data: C . Chrom Quest' Enterprise'ProjectsiDefaulfData’LINAZA ECUATORIANA 3 DIL 400
Oser: System
Acquired: 5282014 8:12:22 AM
Printed: 6,/4/2014 4:06:00 PM
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0 ' 10 ' 10 ' 2 ' a ' a0 ' B0
Miivkes
Focus GC-Sefial

FID Resulis (System
(6/4/2014 4:05:23

P (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 ClEin%c 37035 722427 11300
2 ClE2nee 40272 allE3a 18.103
3 C1E:3n% 429132 19EA295 61.775
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40. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 4 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: CAChrom Quest Enterprise'\Projecis'DefaultiM etho ' SEIDL A'curv 2t A CIDOS GRASOS SPLIT

S0met

Data: CChrom Quest Enterprise'Projecits\DefaultiData’LINAZA ECUATORIANA 4 DIL 400
User: System
Acyuired: 5/28/2014 9:19:02 AM
Printed: 6/4/2014 4:06:50 PM
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Mhnes
Focus GC-Serial
FID Results (Sysiem
(6/4/2014 4:06:26
PM) (Reprocessed))
Pk # Nome Rotention Fime Area Concentration
1 Cl&1ln%c 37033 63242 10458
2 C1E:2nAc A0 26T 351340 16675
3 ClE83n% 42907 1731713 54045
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41. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 5 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: C \Chrom Quest'E nterp rise'\Projects'D efault' Methe d\SEIDL Alcwrv 2" ACIDOS GRASOS SPLIT
S0met

Data: C:vChrom QuestE nterp rise'\Projects'DefaultData ' LINAZA ECUATORIANA 5 DIL 400
User: System
Acquired: 5/28/2014 10:25:40 AM
Printed: 6/4/2014 4:07:33 PM
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MivEs

Focus GC-Sefial
FID Results (Sysiem
(6/4/2014 4:07:13

PRAL) (Reprocessed))
Pk # Name Retoution Time Area Concentration
1 ClE:1n%c 37932 G36994 10,085
2 ClEZndc 40 267 571381 17242
3 OCLEEnS 42 008 1914186 50586
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42. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 6 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: CChrom Quest\Enterprise'Projecis\Default Method\SEIDL A'cwrva'ACID OS5 GRASOS SPLIT
S0.amet

Data: C:AChrom Quest\E nterprise'Projecis'Defanlt'Data’\LINAZA ECUATORIANA 6 DIL 400
User: System
Acquired: 52872014 11:32:20 AM
Primied : 6/472014 4:08:22 PM
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so00 | T ¢ 2 [ 5000
= ;m
oo o o
5999
! T 1 !
0 ' 10 ' 20 ' 30 ' a0 ' 50 ' 80
Mz

Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4,/2014 4:07:55

PM ) (Reprocessed))
Pk # Name Rotention Time Area Concentration
1 ClE:1nPe 37033 TO0A23 10990
2 C1E:dnfAc A0 268 Aa25248 18.766
3218305 42908 1933822 60182
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43. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 7 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

NAT DIL 400

—
100 125 15.0 175 w0

Method Name: CHChrom Quest' Enterprise'ProjectsDefault M ethod\SEIDL A'cwrva’ACIDOS GRASOS SPLIT
S0amet

Data: C:Chrom QuestE nterprise'Projecis'Default'Data'LINAZA ECUATORIANA 7 DIL 400
User: System
Acquired: 5/28/2014 12:38:56 PM
Printed : 6/4/2014 4:09:32 PM
15000 4 Ene 15000
10000 4 | 10000
B B
2 oo 2
5000 Z E8 B L5000
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t T 1 t
0 ' 0 ' 20 ' 3 ' @ ' 50 ' 0
Mines
Focus GC-Sefial
FID Resulis (Sysiem
(6/4/2014 4:09:08
PR (Reprocessed))
Pk # Nowme Retention Time Area Concentration
1 ClE1nfc 37035 726417 11357
2 C18:2nfc A0 268 £49224 19444
301835 42910 2136099 66324

164



44. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 8 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: C . Chrom Quest Enterprise'Projecis'D efaulti Method\SEIDL Alcurva' ACID 05 GRASOS SPLIT
S0amet

Data: C A Chrom Quest Enterprise’Projects'Default'Data’'LINAZA ECUATORIANA 8 DIL 400
User: System
Acquired: 5282014 1:45:34 PM
Printed: 6/4/2014 4:10:20 PM
U I L 15000
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Minnes

Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 4:09:58

P (Reprocessed))
Pk # DNaome Rotontion Time Area Concentration
1 C181nbe 37037 AEEELD 10822
3 C1E:Znfc 40 272 AZA2ER 18.794
3 ClE IS 42912 2158286 66908
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45. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 9 DE

SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: CAChrom QuestE nterp rise'\Projects'Default' M etho d\SEIDL A'curv 20 ACID OS5 GRASOS SPLIT
50 met

Data: CAChrom QuestEnterp rise'\Projects'Default'Data\LINAZA ECUATORIANA 9 DIL 400
User: System
Acyuired: 5/28/2014 2:52:09 PFM
Printed: 6/4/2014 4:11:13 PM
ok . I 15000
10000 | [ 10000
&8 -]
E IRt} 2
s000 T 2 2 [ 5000
— t;
[iu] [un] 93
889
! T 1 0
0 ' 10 ' 20 ' 0 ' a ' 50 ' 80
Mhnkes

Focus GC-Netial
FID Results (System
(6/472014 4:10:47

PM)(Reprocessed))
Pk # MName Rotontion Time Araa Concentration
1 Cl&in%c 37837 Ta2420 12153
2 ClEinde 40270 712324 21229
3 C1E:3n3 42913 2497428 TT206
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46. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 10

DE SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

N0 DIL 400

Method Name: CHChrom Quesi'Enterprise'Projecis\DefaultMethod '\ SEIDL A'cwrva'ACID OS5 GRASOS SPLIT
SD.met

Data: CHChrom Quest Enterprise'Projects\DefaultData\LINAZA ECUATORIANA 10 DIL 400
User: System
Acquired: 5282014 3:58:45 PM
Printed: 6/4/2014 4:12:06 PM
a0 L 15000
10000 J L 10000
B B
2 oo 2
sno0 2 &8 2 [ 5000
R
oo =] 93
€89
0 I — 0
0 ' 10 ' 20 ' 2 ' a0 ' 50 ' 5D
Minnes

Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 4:11:36

PAM) (Reprocessed))
Pk # Name Retention Time Area Concentration
1 Cl81n9c 37937 750959 11.706
2 ClE2nfc 40273 92054 20681
3 C1EAns 42013 2405964 T4518
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47. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 11

DE SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: CAChrom QuestE nierprise'Projecis\DefauliMetho \SEIDL A'curva' ACIDOS GRASOS SPLIT
S0.met

Data: CChrom Quest Enterprise'Projecis'Default'Data\LINAZA ECUATORIANA 11 DIL 400

User: System

Acquired: 5/28/2014 5:05:21 PM

Printed: 6/4/2014 4:13:03 PM
15000 ME - 15000
10000 |- 10000

w2 w2

g g

So000 4 |-S000

(=]

— C181n9c
&4 18206
C18:303

T
1} n 20 a0

A0 il
Miines

Focus GC-Sefial
FID Resulis (System
(6/4/2014 4:12:35
PM) (Reprocessed))

Pk # MNamae Hotention Time Area Concentration

1 Cl&ln9e 37037 Ti64a9 11357

2 ClE2nde 40272 a42078 19242

3 C1E:Sn3 42913 2203934 68384
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48. CROMATOGRAMA Y REPORTE DE ACIDOS GRASOS DE MUESTRA 12

DE SEMILLA DE LINO ECUATORIANA CON DILUCION 400

Method Name: C uC hro m Quest Enterp rise'\Projects'Default' M etho d\SEIDL A'cwrva'ACID 05 GRASOS SPLIT
S0.met

Data: CuChrom Quest Enterprise'Projects'Default'Data' LINAZA ECUATORIANA 12 DIL 400
User: System
Acquired: 5/28/2014 6:12:02 PM
Printed: 0/472014 4:13:49 PM
U B [ 15000
10000 J L 10000
-] -]
g 1 O W 2
5000 2 g g L5000
4 o oo E
3 8% 9
' —— 0
a ' 10 ' 20 ' 30 ' 4 ' 5 ' 80
Mz
Focus GC-Sefial

FID Resulis (System
(6/4/2014 4:13:25

PM) (Reprocessed))
Pk # Name Retoution Time Area Concentration
1 ClE:1n%c 37240 742655 11587
2 ClE:dnAc 40275 ATOE5E 20056
3 C1E:3nd 42915 2350635 T2838
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ANEXO 6

EQUIPOS EMPLEADOS

1. MOLINO

Molino S/IMA

2. BALANZA ANALITICA

Balanza Analitica Shimadzu
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3. ESTUFA

Estufa con regulador de temperatura Fanem

4. SISTEMA SOXHLET DE EXTRACCION

Equipo de vidrio Soxhlet de extraccion de grasa Metrexlab (Soxmetrex 6P)
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5. CENTRIFUGA

Centrifugadora Clay Adams

6. CROMATOGRAFO DE GASES

Cromatografo de GasesThermo Scientific 10901019 GC Focus provisto de

detector FID, inyector automético y columna Capilar TG — Polar.
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ANEXO 7

COMPOSICION QUIMICA DEL ESTANDAR SUPELCO 37 COMP. FAME MIX

| p— e — —_—
Certificate of Composition |
tificate of Compositi
DESCRIPTION: Supelco 37 Comp. FAME Mix 10mg/ml in CH2CL2
CATALOG NO.: 47885-U MFG. DATE: Mar 2013
LOT NO.: LB-98963 EXP. DATE: Mar 2016
SUPELCO e
ANALYTE CAS NO. PURITY (1) WEIGHT% (2) LOT NO.
MYRISTOLEIC ACID METHYL ESTER 56219-06-8 99.9 2.04 LB87592
CIS-10-PENTADECENOIC ACID METH 90176-52-6 99.0 (a) 1.99 LB92709
LINOLELAIDIC ACID METHYL ESTER 2566-97-4 99.9 1.99 LB91459 |
GAMMA-LINOLENIC ACID METHYL ES 16326-32-2 99.9 2.00 LB91798
METHYL CIS-5,8,11,14-EICOSATET 2566-89-4 98.8 1.99 1B88820 {
ALL CIS-4,7,10,13,16,19-DOCOSA 2566-90-7 99.9 2.01 LB86446 {
METHYL CIS-5,8,11,14,17-EICOSA 2734-47-6 99.8 1.99 LB95206
METHYL BUTYRATE 623-42-7 99.9 4.01 LB63798
METHYL HEXANOATE 106-70-7 99.9 3.99 LB78270
METHYL OCTANOATE 111-11-5 99.9 3.99 LB84159
METHYL DECANOATE (CAPRATE) 110-42-9 99.9 3.99 LB86422
METHYL UNDECANOATE 1731-86-8 99.5 2.00 LB79889
METHYL LAURATE 111-82-0 99.8 3.99 LB32645
METHYL TRIDECANOATE 1731-88-0 99.9 1.99 LB79989
METHYL MYRISTATE 124-10-7 929.9 4.00 LB89997
METHYL PENTADECANOATE 7132-64-1  99.9 2.00 LB84181
METHYL PALMITATE 112-39-0 99.7 6.02 LB88583
METHYL HEPTADECANOATE 1731-92-6 99.6 2.00 LB87552
METHYL STEARATE 112-61-8 99.9 3:99 LB97274
METHYL HENEICOSANOATE 6064-90-0 99.9 1.99 LB85704
METHYL BEHENATE 929-77-1 99.8 4.01 LB89082
METHYL TRICOSANOATE 2433-97-8 99.6 2.00 LB81902
METHYL PALMITOLEATE (METHYL CI 1120-25-8 99.8 1.99 1B88429
CIS-9-OLEIC METHYL ESTER 112-62-9 99.9 3.99 LB91078 {
METHYL LINOLEATE 112-63-0 99.9 2.00 LB92660 {
METHYL ERUCATE (CIS-13-DOCOSEN 1120-34-9 99.9 2.01 LB87179 {
METHYL NERVONATE 2733-88-2 99.9 2.00 LB95090 |
METHYL ARACHIDATE 1120-28-1 99.9 4.02 LB88395 |
METHYL LIGNOCERATE 2442-49-1 99.9 3.99 LB90233 ‘
(1) Determined by GC-FID unless otherwise noted.
(a) Resale Item.
(2) Weight percent of analyte, calculated by using analyte weights. The total may not equal 100% due to
rounding. Weight concentrations may not remain stable after opening, even if resealed.
NIST-Traceable weights are used to verify balance calibration with the preparation of each lot.
Duane. Funk.
Duane Funk SUPEL CU
Qualty Menager Solutions within.”
Supelco warrants that its products conform to the information contained in this publication. 595 North Harrison Road
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. Please see the latest Bellefonte, PA  16823-0048 USA
catalog or order invoice and packing slip for additional terms and conditions of sale. Phone (3'1 4) 359-3441
e — -

173



Certificate of Composition

DESCRIPTION: Supelco 37 Comp. FAME Mix 10mg/ml in CH2CL2

CATALOG NO.: 47885-U MFG. DATE: Mar 2013

LOT NO.: LB-98963 EXP. DATE: Mar 2016
SUPELCO
ANALYTE CAS NO. PURITY (1) WEIGHTS (2) LOT NO.
TRANS-9-ELAIDIC METHYL ESTER 1937-62-8 99.6 2.00 LB86233
METHYL LINOLENATE 301-00-8 99.6 2.00 LB89405
METHYL EICCSENOATE 2390-09-2 99.9 2.03 LB88582
CIS-10-HEPTADECENOIC ACID METH 75190-82-8 99.9 1.99 LB97262
CIS-11,14-EICOSADIENOIC ACID M 2463-02-7 99.9 2.00 LB92980
CIS-11,14,17-EICOSATRIENOIC AC  55682-88-7 99.9 2.00 LB94324
CIS-8,11,14-EICOSATRIENOIC ACI  21061-10-9 99.9 2.00 LB89005
CIS-13,16-DOCOSADIENOIC ACID M  61012-47-3 99.9 1.99 LB90799

(1) Determined by GC-FID unless otherwise noted.
(a) Resale Item.

(2) Weight percent of analyte, calculated by using analyte weights. The total may not equal 100% due to
rounding. Weight concentrations may not remain stable after opening, even if resealed.
NIST-Traceable weights are used to verify balance calibration with the preparation of each lot.

Duare Funk,
Duane Funk SUPELCO

Quality Manager Solutions within."

[ Supelco warrants that its products conform to the information contained in this publication. 595 North Harison Road
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. Please see the latest Bellefonte, PA  16823-0048 USA
’ catalog or order invoice and packing slip for additional terms and conditions of sale. Phone (8'14) 359-3441
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This Data Sheet Contains Important Information About The Product.

Supelco™ 37 Component FAME Mix

CatalogNo.47885-U
This fatty acid methyl ester (FAME) mixture is carefully prepared Component Weight %

Dy weight. The weight percentage of each component is indi- ; gumiq qudlvhlzlrgﬂ IEEstt:r (céé(-)& 4%

Pated. Each ampule contains 10mg/mL of the FAME reference 3 c30e CoAeN E‘s,";,‘(ca':o’) 1

ptandard mix in methylene chloride. 4. Capric Acid Methyl Ester (C10:0) 4%

5. Undecanoic Acid Methyl Ester (C11:0) 2%

6. Lauric Acid Methyl Ester (C12:0) 4%

= 7. Tridecanoic Acid Methyl Estce; lg%‘l) 3:0) 2&

. ™, 8. Myristic Acid Methyl Ester (C14. 4

Column: SP™.2560, 100m x 0.25mm ID, 0.20pm fiim 9. Myristoleic Acid Methyl Ester (C14:1) o

Cat. No.: 24056 . 10. Pentadecanoic Acid Methyl Ester (C15:0) 2%

Oven: 140°C (5 min) to 240°C at 4°C/min 11. cis-10-Pentadecenoic Acid Methyl Ester (C15:1) 2%

ier: i 12. Palmitic Acid Methyl Ester (C16:0) 6%

Caanee{. zlegugls'oza%cm/sec 13. Palmitoleic Acid Methyl Ester (C16:1) 2%

A 1 = . 2 14. Heptadecanoic Acid Methyl Ester (C17:0) 2%

Inj.: 1pL, 260°C, split 100:1 15. cis-10-Heptadecenoic Acid Methyl Ester (C17:1) 2%

16. Stearic Acid Methyl Ester (C18:0) 4%

17. Elaidic Acid Methyl Ester (C18:1n9t) 2%

18. Oleic Acid Methyl Ester (C18:1n9c) 4%

19. Linolelaidic Acid Methyl Ester (C18:2n6t) 2%

20. Linoleic Acid Methyl Ester (C18:2n6c) 2%

21. Arachidic Acid Methyl Ester (C20:0) 4%

22. +yLinolenic Acid Methyl Ester (C18:3n6) 2%

23. cis-11-Eicosenoic Acid Methyl Ester (C20:1) 2%

24. Linolenic Acid Methyl Ester (C18:3n3) 2%

25. Heneicosanoic Acid Methyl Ester (C21:0) 2%

26. cis-11,14-Eicosadienoic Acid Methyl Ester (C20:2) 2%

27. Behenic Acid Methyl Ester (C22:0) 4%

28. cis-8,11,14-Eicosatriencic Acid Methy| Ester (C20:3n6) 2%

29. Erucic Acid Methyl Ester (C22:1n9) 2%

30. cis-11,14,17-Eicosatriencic Acid Methyl Ester (C20:3n3) 2%

31. Arachidonic Acid Methyl Ester (C20:4n6) 2%

32. Tricosanoic Acid Methy! Ester (C23:0) 2%

33. cis-13,16-Docosadienoic Acid Methyl Ester (C22:2) 2%

34. Lignoceric Acid Methyl Ester (C24:0) 4%

35. cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic Acid Methyl Ester (C20:5n3) 2%

36. Nervonic Acid Methyl Ester (C24:1) 2%

37. cis4,7,10,13,16,19-Docosahexaencic Acid Methy! Ester (C22:6n3) 2%

3 4 6 8 12 16 18
21
2 27
34
192 29
[ 10 o R Pl |30
11 4 28 [31
5 7 25
3233 35
36
37
| | | | |
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00
Min

795-0472
02A SUPELCO
©1997 Sigma-Aldrich Co. Bellefonte, PA
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ANEXO 8

CERTIFICADO DE ANALISIS DE LA COLUMNA DEL CROMATOGRAFO DE

GASES

Thermo

SCIENTIFIC

[COLUMN DESCRIPTION:  TG-POLAR 105m x 0.25mm x 0.2pm
PART No.: 26082-5030
SERIAL No.: 1009842

COLUMN TEST CONDITIONS
TEMP PROGRAM: 40°C (0 min) 6°C/min to 180°C (0 min) 15°C/min
INJECTOR TEMPERATURE:  250°C INJ TYPE: Split
DETECTOR TEMPERATURE: 260°C L.V.(CARRIER GAS): 45 cm/sec(Hydrogen)
DETECTOR: FID SPLIT FLOW: 90 ml/min

| 4]

r T T T y
0 10 20 £ 40
Time (min)

PERFORMANCE DATA*

RETENTION CAPACITY
TIME(MIN) COMPOUND RATIO(K) Peak Area Ratio Asymmetry
6.15 Decane 0.59 0.85 1.01
7.47 Undecane 0.93 0.85 1.00
16.09 1-Octanol 3.16 0.63 1.01
18.70 2,3-Butanediol 3.83 0.04 1.00
18.82 C-10 FAME 3.87 0.99 0.93
20.61 C-11 FAME 433 0.96 0.93
22.30 C-12 FAME 4.77 1.00 0.91
26.01 2,6-Dimethylaniline 73 0.80 1.00
C-10, C-11 FAME Trennzahl Value: 22.49 C-12 Elution Temp. ( °C): 173.80
[-11, C-12 FAME Trennzahl Value: 21.90 Column Bleed (pA): 8.85

Every column is indivually tested. The data shown is from the actual run. The chromatogram is representative of the standard acquired for this column dimension.

o
Approved By: L /\S Test Date: 12/29/2010 1:20:33PM
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TABLA ESTADISTICA DE DISTRIBUCION F DE FISHER

1-0=095

{-2=P([F<fy)

2

3

4

ANEXO 9

¥ = grados de berad del numerador
vy = grados de liberiad del denaminador
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ANEXO 10

TABLA ESTADISTICA DE DISTRIBUCION t DE STUDENT

1-o
1 o T
0 c
1-a
R 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 0.975 0.99 0.995
1 1.000 1.376 1.963 3.078 6.314 12.706 | 31.821 | 63.657
2 0.816 1.061 1.386 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925
3 0.765 0.978 1.250 1.638 2.353 3.182 4541 5.841
4 0.741 0.941 1.190 1.533 2.132 2.776 3.747 4.604
5 0.727 0.920 1.156 1.476 2.015 2.571 3.365 4.032
6 0.718 0.906 1.134 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707
7 0.711 0.896 1.119 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499
8 0.706 0.889 1.108 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355
9 0.703 0.883 1.100 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250
10 0.700 0.879 1.093 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169
11 0.697 0.876 1.088 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106
12 0.695 0.873 1.083 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055
13 0.694 0.870 1.079 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012
14 0.692 0.868 1.076 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977
15 0.691 0.866 1.074 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947
16 0.690 0.865 1.071 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921
17 0.689 0.863 1.069 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898
18 0.688 0.862 1.067 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878
19 0.688 0.861 1.066 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861
20 0.687 0.860 1.064 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845
21 0.686 0.859 1.063 1.323 1.721 2.080 2.518 2.831
22 0.686 0.858 1.061 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819
23 0.685 0.858 1.060 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807
24 0.685 0.857 1.059 1.318 1.711 2.064 2.492 2.797
25 0.684 0.856 1.058 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787
26 0.684 0.856 1.058 1.315 1.706 2.056 2.479 2.779
27 0.684 0.855 1.057 1.314 1.703 2.052 2.473 2.771
28 0.683 0.855 1.056 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763
29 0.683 0.854 1.055 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756
30 0.683 0.854 1.055 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750
40 0.681 0.851 1.050 1.303 1.684 2.021 2.423 2.704
60 0.679 0.848 1.046 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660
120 0.677 0.845 1.041 1.289 1.658 1.980 2.358 2.617
00 0.674 0.842 1.036 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576
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ANEXO 11

CERTIFICADO DE PROCEDENCIA DE SEMILLA DE LINO CANADIENSE

Quito )Y abe/ del 2014

Yo, . iOL('\)A,(};’; L o~ con cédula de identidad numero
N
1704235645 de la empresa ﬁxg@muu‘ ) (% o3y
certifico que la linaza vendida a la Srta. J_CJS Ica DHU[“ con cédula de
identidad namero 1 220U%F#6 6 es de origen CANADIENSE.,

Este certificado serd usado exclusivamente para sustento de la tesis titulada:
“Comparacion de 4cidos grasos omega 3-6-9 en la semilla de lino (Linum

usitatissiimum) ecuatoriana y canadiense por cromatografia de gases”
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ANEXO 12

CERTIFICADO DE PROCEDENCIA DE LA SEMILLA DE LINO

ECUATORIANA

Quito £33 febrevo del 2014

D s ks i : ot .
Yo, _ Rosaxio Godo con cédula de identidad numero

| ¥ 00§ 30006 de la empresa Local 13 Muccade 1Rc r{'u\lo

/

certifico que la linaza vendida a la Srta. Jewica VwWaeno con cédula de

identidad nimero (72048416 6 es de origen ECUATORIANA.

Este certificado sera usado exclusivamente para sustento de la tesis titulada:
“Comparacion de é4cidos grasos omega 3-6-9 en la semilla de lino (Linum

usitatissiimum) ecuatoriana y canadiense por cromatografia de gases”
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PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

DECLARACION Y AUTORIZACION

Yo, Jessica del Pilar Duran Cérdova, C.l. 1720487766 autora del trabajo de graduacion
intitulado: “Comparacion de acidos grasos omega 3, 6 y 9 en la semilla de lino (Linum
usitatissimum) ecuatoriana y canadiense por cromatografia de gases”, previo a la

obtencion del grado académico de LICENCIADA EN CIENCIAS QUIMICAS CON

MENCION EN QUIMICA ANALITICA en la Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales:

1.- Declaro tener pleno conocimiento de la obligacion que tiene la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador, de conformidad con el articulo 144 de la Ley
Organica de Educacion Superior, de entregar a la SENESCYT en formato digital una
copia del referido trabajo de graduacion para que sea integrado al Sistema Nacional de
Informacion de la Educacion Superior del Ecuador para su difusion publica respetando

los derechos de autor.

2.- Autorizo a la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador a difundir a través del sitio

web de la Biblioteca de la PUCE el referido trabajo de graduacién, respetando las

politicas de propiedad intelectual de Universidad.

Quito 03 de Septiembre del 2014

Srta. Jessica del Pilar Duran Cérdova
C.l. 1720487766



