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RESUMEN:

Introduccién. El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los cereales mas consumidos a nivel mundial, las subespecies indicas y japénicas
son las mas cultivadas. La vitamina E presente en el arroz posee alta actividad antioxidante que contribuye a extender la longevidad
de sus semillas. Su cuantificacién permite conocer el aporte nutricional respecto a esta vitamina. Objetivo. Analizar el perfil
de vitamina E en semillas de las subespecies de arroz (O. sativa L.) indicas (comerciales registradas, arométicas, promisorias en
desarrollo) y japdnicas, consumidas en Costa Rica. Materiales y métodos. Se analizaron veintisiete materiales cultivados en las
regiones Chorotega y Brunca, Costa Rica, cosechados en 2020. Se cuantificd la vitamina E por cromatografia liquida de ultra-
alta resolucién acoplado a deteccién por masas de cuadrupolo triple con fuente de ionizacién quimica a presion atmosférica, en
el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), Universidad de Costa Rica, en 2021. Resultados. En el perfil de
vitamina E se obtuvo un agrupamiento caracteristico para las muestras japénicas, opuesto al presentado por las muestras indicas.
Los compuestos mayoritarios fueron y-tocotrienol, a-tocoferol y y-tocoferol, el rango de concentracidn total de vitamina E fue

de 5,50 a 33,20 pg g1, donde la subespecic japénica fue la que reporté menor cantidad (6,30 — 8,80 ug g'!), mientras que la
muestra Nayuribe, perteneciente a la subespecie indica comercial registrada obtuvo la concentracién més alta (33,20 + 7,40 ug
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g1). Conclusién. Aunque las subvariedades analizadas son filogenéticamente de la misma especie, las diferencias significativas
encontradas en el aporte nutricional de vitamina E pueden deberse a caracteristicas intrinsecas de cada subespecie. El contenido
significativamente alto de vitamina E de la muestra Nayuribe evidencié que es posible encontrar acervos para alto contenido de
vitamina E entre las variedades analizadas.

PALABRAS CLAVE: tocoferoles, tocotrienoles, semilla, cromatografia, validacién.

ABSTRACT:

Introduction. Rice (Oryza sativa L.) is one of the most consumed cereals worldwide, the indica and japonica subspecies are
the most cultivated. The vitamin E present in rice has a high antioxidant activity that contributes to extend the longevity of its
seeds. Its quantification allows to know the nutritional contribution of this vitamin. Objective. To analyze the vitamin E profile
in seeds of indica (registered commercial, aromatic, promising in development) and japonica subspecies of rice (O. sativa L.),
consumed in Costa Rica. Materials and methods. Twenty-seven materials grown in the Chorotega and Brunca regions of Costa
Rica, harvested in 2020 were analyzed. Vitamin E was quantified by ultra-high performance liquid chromatography coupled to
triple quadrupole mass detection with chemical ionization source at atmospheric pressure at the Centro para Investigaciones en
Granosy Semillas (CIGRAS), Universidad de Costa Rica, in 2021. Results. In the vitamin E profile, a characteristic clustering was
obtained for the japonica samples, which was opposite to that presented by the indica samples. The majority compounds were -

tocotrienol, a-tocopherol, and y-tocopherol, the range of total vitamin E concentration was 5.50 t0 33.20 ug g !, where the japonica
subspecies reported the lowest amount (6.30 - 8.80 pg g'l), while the Nayuribe sample, belonging to the registered commercial

indica subspecies, obtained the highest concentration (33.20 + 7.40 ug g’l). Conclusion. Although the analyzed subvarieties are
phylogenetically from the same species, the significant differences found in the nutritional intake of vitamin E may be due to
intrinsic characteristics of each subspecies. The significantly high vitamin E content in the Nayuribe sample showed that it is
possible to find stocks for a high vitamin E content among the varieties analyzed.

KEYWORDS: tocopherols, tocotrienols, seed, chromatography, validation.

INTRODUCCION

En los dltimos afos, la demanda de cereales a nivel mundial se ha incrementado. Segin datos de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (conocida por sus siglas en
inglés como FAQ), dentro de los cereales méds consumidos se encuentra el arroz, el cual, para el periodo
2021/2022, se espera que su utilizacion global aumente en un 1,8% (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacién y la Agricultura [FAQO], 2022). En Costa Rica, este grano posee gran importancia
dentro de la canasta bésica, razon por la cual se cultiva en las cinco principales regiones socioeconémicas del
pais; durante el periodo 2020/2021 su consumo per cépita fue de 46,83 kg (Corporacién Arrocera Nacional
[CONARROZ], 2021a).

La especie de arroz mds utilizada para cubrir los requerimientos mundiales de este insumo corresponde a
Oryza sativa L., principalmente la subespecie indica, seguido por la subespecie japdnica (Molkenbuhr, 2020).
En las subespecies mencionadas, se han desarrollado, a nivel interno, distintos tipos de arroz, entre ellos
los denominados especiales, que, para el caso del arroz indica, un grupo de ellos se puede clasificar en arroz
tipo aromdtico, el cual se distingue por presentar cien veces mayor concentracion de 2-acetil-1-pirrolina en
comparacién con especies no aromdticas, lo cual provoca que posean un aroma y sabor caracteristico, a su
vez, se caracterizan por su bajo indice glicémico y por su alto valor comercial (Garcia et al., 2019).

El arroz tipo indica es el mas cultivado globalmente por las caracteristicas que este presenta: planta alta,
tropical, sensible a bajas temperaturas, tallo débil con hojas largas y grano fino. Por el contrario, el arroz
japonica se distingue por ser una planta de tipo subtropical, resistente a bajas temperaturas, cultivado en paises
no tropicales, de hojas, grano y tallo cortos y presenta menor contenido de amilosa (Acevedo et al., 2006).

Debido a las caracteristicas edafoclimdticas de Costa Rica, el tipo de arroz que mejor se adapta y que se
cultiva en el pais, corresponde a la subespecie indica; no obstante, el arroz japdnica, aunque no se cultiva,
se comercializa en territorio costarricense, junto con el arroz aromdtico, esto gracias a las importaciones

realizadas (CONARROZ, 2021a).
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Durante el periodo 2020/2021, el arroz registrado mas utilizado para cubrir la demanda nacional fue
del tipo indica, especificamente las variedades Lazarroz Fl, Senumisa 20, Palmar 18, Nayuribe y Nayudel
(CONARROZ, 2021a). También se cultivan en menor proporcidn variedades acriolladas o regionales de
arroz, las cuales son cultivadas por pequenos agricultores de ladera en zonas muy puntuales del pais y con la
finalidad de autoabastecer el consumo doméstico (Guadamuiz-Mayorga, 2019; Barrantes Rojas, 2019).

Los distintos tipos de arroz que se importan y comercializan en Costa Rica, son empleados con el fin
de cubrir las demandas nacionales, ya que la produccién de arroz en el pais durante los tltimos afos, no
ha sido suficiente para cubrir el consumo nacional, por lo que se debe recurrir a la importacién del cultivo
(CONARROZ, 2021a). Debido a esto, el estudio y la busqueda de pardmetros que puedan contribuir a la
creacién de nuevas variedades de arroz o mejoramiento de las ya existentes, se ha convertido en un tema de
interés, donde caracteristicas como la viabilidad y vigor de las semillas son considerados importantes, dada
su correlacion con la germinacion (Hay et al., 2019).

Estudios realizados a nivel internacional, han determinado que la vitamina E (conformada por cuatro
tocoferoles y cuatro tocotrienoles), posee actividad antioxidante que contribuye a extender la longevidad de
las semillas de arroz, lo cual constituye un indicativo de la viabilidad y vigor y, por lo tanto, de su capacidad
germinativa (Chen et al.,, 2016; Lee et al,, 2017; 2019).

Los tocoferoles y tocotrienoles poseen una estructura muy similar, ambos contienen un anillo complejo
cromanol con una cadena lateral de carbonos, pero se diferencian por la saturacion de la cadena, los
tocoferoles presentan una cadena saturada y los tocotrienoles una cadena insaturada; a su vez, los ocho
compuestos (cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles) se diferencian entre si por medio de la posicién del
grupo metilo en el anillo (Grebenstein & Frank, 2012; Zhu et al., 2016).

La vitamina E también juega un rol esencial en la nutricién y salud humana, donde su actividad
antioxidante corresponde a su funcién bioldgica mas importante (Olcott & Mattill, 1931). Dada la gran
biodisponibilidad del compuesto a-tocoferol, este desempenia funciones vitales dentro del organismo, por
lo que su ausencia en la dieta humana puede ocasionar trastornos neuronales significativos, enfermedades
cardiovasculares, cataratas ¢ incluso cdncer (Panel on Dietary Antioxidants and Related Compounds et al.,
2000).

Aunque los otros compuestos que conforman la vitamina E no se mantienen en el plasma humano,
cuando son absorbidos por el organismo desempenan funciones importantes dentro de él, diversos estudios
han determinado que gracias a la actividad antioxidante de los tocotrienoles, estos poseen propiedades
anticancerigenas y antinflamatorias, a su vez, actiian como neuroprotectores, mejoran la funcién cognitiva
y contribuyen en la disminucién de los niveles de colesterol en el cuerpo humano (Fu et al, 2014;
Meganathan & Fu, 2016; Sen et al., 2007). Otros estudios han encontrado evidencia de que los tocoferoles
y tocotrienoles, pueden contribuir en la prevencién de enfermedades comunes, como la diabetes y
enfermedades cardiovasculares, a su vez, mejoran la respuesta inmunitaria y, especialmente los tocotrienoles,
contribuyen positivamente en la reduccion de la obesidad, al reducir la masa de tejido adiposo (Szewczyk et
al, 2021).

La cuantificacién del perfil de vitamina E en las semillas de arroz, permite conocer su aporte nutricional
respecto a esta vitamina, y si a su vez, se determina su calidad fisioldgica, la cual se relaciona con la capacidad
germinativa y su vigor, esto permite obtener una base para realizar estudios posteriores en mejoramiento
genético de las variedades existentes. No obstante, los estudios realizados sobre el contenido nutricional del
cereal, donde se incluye el contenido de vitamina E, se han realizado a nivel internacional y con variedades
asidticas (Gunaratne et al., 2013; Ito & Lacerda, 2019; Longvah et al,, 2021; Yu et al., 2020; Zubair et al.,
2012). En el caso de Costa Rica, se han realizado estudios del contenido de otros nutrientes en arroz, como
lo son los 4cidos grasos (Monge-Rojas & Nuiiez, 2006), pero no se cuenta con un estudio especifico del
contenido de tocoferoles y tocotrienoles en las variedades de arroz que consumen los costarricenses.
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Los métodos analiticos mas utilizados para la cuantificacién de tocoferoles y tocotrienoles corresponden
ala cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a un detector de fluorescencia o a un detector
de masas, ambos detectores son considerados selectivos y eficientes, dado que logran la identificacién y
cuantificacién de los ocho isémeros que conforman la vitamina con una buena sensibilidad, en comparacion
con otros detectores, como el UV/Vis (Bell et al., 2014; Lauridsen et al., 2001). Se ha determinado que se
pueden disminuir los tiempos de andlisis, obtener mejor compatibilidad con matrices bioldgicas y el uso de
disolventes menos contaminantes, al emplear la cromatografia liquida en fase reversa y lograr una separacion
eficiente de los ocho isémeros con el empleo de una columna de pentafluorofenilo (PFP) (Grebenstein &
Frank, 2012).

Debido alanecesidad de conocer la calidad fisioldgica y el aporte nutricional de vitamina E de las variedades
de arroz que se cultivan y comercializan en Costa Rica, resulta indispensable identificar y cuantificar el
contenido de tocoferoles y tocotrienoles en las mismas, para de esta manera determinar cudles son las
variedades predominantes y deficientes en estos compuestos. El objetivo de este estudio fue analizar el perfil
devitamina E en semillas de las subespecies de arroz (O. saziva L.) indicas (comerciales registradas, aromaticas,
promisorias en desarrollo) y japdnicas, consumidas en Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Seleccidn y preparacion de los materiales de arroz

Se seleccionaron en total veintisiete materiales de arroz (O. sativa L.). Dentro de estos se incluyeron
cuatro muestras de la subespecie japénica (UCR-205-18, UCR-206-18, UCR-207-18 y UCR-208-18)
y el resto (veintitrés) de la subespecie indica de la siguiente manera: indicas comerciales registradas
(n=5) (Lazarroz, Nayudel, Nayuribe, Palmar18 y Senumisa 20), indicas aromdticas (n=7) (UCR-170-15,
UCR-166-10, UCR-167-10, UCR-167-10, UCR-163-10, UCR-162-10, UCR-165-10, UCR-165-10
y UCR-161-10, e indicas promisorias en desarrollo (n=11) (UCR-03-08, UCR-01-08, UCR-02-08,
UCR-77-08, UCR-153-10,UCR-154-10, UCR-200-18, UCR-201-18, UCR-202-18, UCR-203-18 y
UCR-204-18). Las caracteristicas varietales de las muestras indicas comerciales registradas se describen en
el registro de variedades comerciales de arroz (Oficina Nacional de Semillas, 2020), estos materiales fueron
suministradas por la empresa SENUMISA, ubicada en Barrio La Trinidad, Alajuela, Costa Rica. Las demis
variedades fueron proporcionadas por el Laboratorio de Mejoramiento de los Cultivos del Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), las cuales forman parte del banco de germoplasma de arroz
de dicho centro. Todas las variedades de arroz fueron producidas bajo un sistema comercial de producciéon
de semillas en las regiones Chorotega y Brunca. Su cosecha se realizé en diciembre del 2020.

Lanomenclatura empleada para distinguir las muestras ensayadas fue asignada de la siguiente manera: para
las variedades indicas comerciales registradas se mantuvo su respectivo nombre comercial. Para las demis
variedades se utilizé el mismo c6digo de ingreso de la accesion de arroz utilizado en el banco germoplasma del
CIGRAS. Este consiste en las siglas UCR, un guion, un nimero consecutivo, un guion, y el ano de ingreso
ala colecciéon de germoplasma.

Para cada grupo de subespecie, se eligié la muestra que obtuvo mayor contenido de vitamina E como
material representativo, a su vez, se determind el rango de cada tocoferol y tocotrienol, donde se consideraron
las concentraciones obtenidas por todos los materiales dentro de cada subespecie. A todas las muestras se les
cuantificé su humedad previa al almacenamiento, para verificar que se encontrara entre 12-14 % en base seca.

Para cada variedad se tomé una muestra de 50 g de arroz en granza (grano completo con cascara), las
cuales fueron almacenadas de forma inmediata a -80 °C. Con el fin de realizar el procedimiento de extracciéon
de tocoferoles y tocotrienoles a los materiales previamente seleccionados, preparados y almacenados, cada
muestra de arroz en granza se molié hasta formar un polvo uniforme, por medio de un molino de laboratorio
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con discos de molienda que se ajustaron a una molienda fina (ajuste 1 en la distancia entre los discos de
molienda).

Anlisis de vitamina E por UHPLC-MS

Para poder llevar a cabo la cuantificacién de los tocoferoles y tocotrienoles, primero, se realizé la extracciéon
devitamina E en las muestras evaluadas, luego, se identificaron los respectivos tiempos de retencion para cada
compuesto, donde estos se compararon con las respectivas masas idnicas obtenidas, la cuantificacién se realizé
por medio de un método validado de cromatografia liquida de ultra alta resolucién acoplado a deteccién por
masas (UHPLC-MS), el cual de describe a continuacién. Todos los ensayos de la presente investigacion se
desarrollaron en el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa
Rica (San José, Costa Rica), en el ano 2021.

Extraccién de vitamina E

Para las muestras del grano completo de arroz en granza molido seleccionadas y preparadas, se realizé
la extraccién de vitamina E por cuadruplicado segtin lo propuesto por Calvo-Castro et al. (2019) e Irfas-
Mata et al.(2017). Por cada réplica se pesaron 200 mg de material molido fresco en un tubo de ensayo, se
agregaron 2 mL de una disolucién de 4cido ascérbico al 1 % en etanol (m/v), 900 pL de agua desionizada
y 600 pL de una disolucién saturada de hidréxido de potasio. La disolucién obtenida se saponificé a 70
°C en un bafio marfa durante 30 min, con agitacién esporddica cada 15 min, transcurrido este tiempo, la
muestra se enfrié en un bano de hielo por 5 min. Luego se agregaron 25 pL de una disolucién de BHT (1 mg
mL’l), 1 mL de agua desionizada, 600 pL de 4cido acético glacial y 2 mL de hexano, las muestras se agitaron
durante 1 min con una sonda ultrasénica, luego se centrifugaron en la centrifuga a 188xgy 4 °C durante 3
min. Transcurrida la centrifugacién, se tomaron 1,5 mL del sobrenadante y se agregaron a un nuevo tubo
de ensayo. La extraccién con hexano se repitié una segunda vez con 2 mL de hexano y se recolectaron de
nuevo 1,5 mL de sobrenadante, la tercera extraccidn se realizé con 2 mL de hexano y se recolectaron 2 mL
de sobrenadante. Todos los sobrenadantes se combinaron y se llevaron a sequedad en una centrifuga con
evaporacion al vacio. Los extractos obtenidos se resuspendieron en 250 pL de metanol, se filtraron con un
filtro de 0,2 um y se transfirieron a viales de HPLC.

Identificacién y cuantificaciéon por UHPLC-MS

Se analizaron al menos cuatro réplicas por muestra y cada una se inyecté una vez para el analisis por
UHPLC-MS.

Se implementd el protocolo publicado por Grebenstein y Frank (2012) para las condiciones de
separacién cromatogréfica con algunas adaptaciones. Los tocoferoles y tocotrienoles fueron separados con
un cromatdégrafo liquido de ultra-alta resolucién (UHPLC) en fase reversa con una columna PFP (100 *
2,1 mm, 1,7 um de tamano de particula) y una fase mévil metanol: agua 85:15 v/v con un flujo isocritico
de 0,250 mL/min para un tiempo total de medicién de 10 min, se utilizé la temperatura de la columna y el
automuestreador a 40 y a 6 °C, respectivamente.

La deteccién de vitamina E se realizé con un detector de masas de cuadrupolo triple con una fuente de
ionizacién quimica a presion atmosférica APCI), la cual operd en polaridad negativa en modo de escaneo
de reacciones seleccionadas (SRM), con un tiempo de ciclo de 1 s, los ajustes de masa fueron los siguientes:
descarga de corona, 10 V (negativo); flujo de gas envolvente, 25 arb; flujo de gas auxiliar, 5 arb; flujo de gas
de barrido, 0 arb; temperatura del tubo de transferencia de iones, 250 °C; temperatura del vaporizador, 325
°C; y gas inducido por colisién, 1,5 mTorr.

Los picos cromatograficos obtenidos del UHPLC-MS se registraron e integraron con el software Xcalibur
(versién 3.1).

Biblioteca de iones de estindares de tocoferoles y tocotrienoles

Anterior a la validacién del método de anilisis, se validaron los parimetros de ionizacién para cada
tocoferol y tocotrienol en el detector de masas. Para identificar las masas idnicas de estdndares auténticos de
tocoferoles y tocotrienoles (estos tltimos fueron donados por la Universidad de Hohenheim, Alemania), se
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inyect6 de manera individual 500 ng mL™" de cada estandar directo en el detector de masas y se monitore6
sus masas idnicas (m/z) (ion precursor y productos idnicos) en el rango de masas de 200-1000 m/z. Luego,
se generd una biblioteca de iones para estos compuestos en el software TSQ Endura del detector de masas.

Validacion del método de andlisis

Para la validacién del método de andlisis se verificaron los pardmetros de linealidad, sensibilidad, precisiéon
y efecto matriz, segin los lineamientos de validacién de métodos bioanaliticos de la Administracién de
Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés), donde se adapté
el protocolo de HPLC del procedimiento publicado por Grebenstein y Frank (2012). A las muestras
enriquecidas a bajas (0,5 ug mL™"), medianas (5,0 pg mL™") y altas (25,0 ug mL™") concentraciones, empleadas
en la validacidn, se les afadio las alicuotas correspondientes de una solucidn estdndar mixta.

Linealidad y sensibilidad

Se prepararon tres curvas de calibracién de nueve patrones (rango de concentraciones de 0,0117 - 25 pg

mL™7), asi como blancos de calibracién, que corresponden a patrones sin analitos, luego se midi6 cada una por
triplicado. A partir de las curvas obtenidas, se determiné el rango de concentracién lineal de los tocoferoles y
tocotrienoles, asi como sus respectivos coeficientes de correlacion. Se aplicéd el método de minimos cuadrados
a las curvas resultantes para obtener los limites de deteccidon (LD) y cuantificacién (LC), estos indican,
respectivamente, la cantidad de analito inyectado en el HPLC que puede ser detectada de forma confiable
a partir del ruido de fondo del sistema y la cantidad mds baja que puede ser cuantificada con la exactitud y
precision requerida.

Precision

La precisién inter-dia fue determinada al medir disoluciones estdndar de tocoferoles y tocotrienoles
enriquecidas a bajas (0,5 ug mL"), medianas (5,0 ug mL™) y altas (25,0 ug mL") concentraciones, donde se
midio tres veces cada estandar en un mismo dia. La precisién intra-dia, se determiné de la misma manera,
con la diferencia de que las mediciones fueron realizadas en tres dias independientes, se midi6 tres veces cada
uno de los estdndares en cada dia.

Efecto matriz

Se utilizaron muestras enriquecidas a bajas (0,5 ug mL™), medianas (5,0 ug mL™") y altas (25,0 ug mL™")
concentraciones de tocoferoles y tocotrienoles, junto con una muestra sin enriquecer que se utilizé como
blanco.Se midié6 tres veces cada muestra con el fin de obtener curvas de calibracion, luego las pendientes
de dichas curvas fueron comparadas con las pendientes obtenidas a partir de estindares a las mismas
concentraciones, esto permiti6 evaluar la supresién o engrandecimiento de la senial y el porcentaje de efecto
matriz, el cual se obtuvo al emplear la ecuacion 1.

EM (%) = [((Pendiente Curva EI) (Pendiente curva convencional))-1]x100 (1)

Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software Rstudio (4.1.0). Todos los valores reportados
corresponden a promedios con su desviacién estandar. Los andlisis de varianza (ANOVA) de un factor junto
con la prueba de comparacién multiple de Tukey se realizaron a un 95 % de confianza para determinar
si existen diferencias significativas en las medias de las concentraciones obtenidas para cada compuesto
entre variedades, ast como dentro de una misma variedad (p<0,05). Se realizaron andlisis de componentes
principales para evaluar agrupamientos entre variedades de arroz y contenidos de tocoferoles y tocotrienoles.

RESULTADOS

Analisis de vitamina E por UHPLC-MS
En lo referente a las condiciones para la separacién y deteccién de los tocoferoles y tocotrienoles, se
combind el uso de los tiempos de retencién en la columna cromatografica y las masas idnicas de los analitos.
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Para los compuestos a y 3, la relaciéon masa carga (m/z) del ion precursor y de los productos iénicos resulta
diferente, por lo que se pueden diferenciar sin ningtin problema con sus masas i6nicas. En cambio, estos
valores en los compuestos 8 yy fueron iguales (Cuadro 1), esto porque son isdmeros y difieren en la posicién
de un grupo metilo en el anillo (Figura 1), por esta razén no es posible diferenciarlos a través de sus fragmentos
i6nicos y su respectiva diferenciacién solo se puede realizar a través de su tiempo de retencién. Debido a
esto, fue que se utiliz6 la columna PFP, la cual es capaz de separar estos isémeros y los otros compuestos que
conforman la vitamina E en un tiempo de 10 min (Figura 2), con otras columnas no es posible llevar a cabo

de forma satisfactoria la separacién de los ocho compuestos.

CUADRO 1
Tiempos de retencién (min) y masas idnicas (m/z) para la deteccién por UHPLC-
APCI(-)-MS de los tocoferoles y tocotrienoles en arroz (Oryza sativa L.). Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2021.

Concentracién en semillas molidas de arroz [pg/g]*

indica comercial

Indica promisoria

: indica aromatica Japoénica
Compuesto reglstr.ada en desarrollo

Nayuribe UCR-162-10 UCR-03-08 UCR-207-18

. Rango - Rango . Rango Prome- Rango

Promedio (n= g)z Promedio (n=?}’ Promedio (n=191)1 dia (n=2)2

a-tocoferol 3,80+ 1,20 - 2,00 0,90 - 2,00 £ 0,60 - 2,80% 2,20 -
0,9042 3,80 +1,004a 2,20 1,004 2,00 0,708 3,00

B-tocoferol 0,17 + 0,i1- 0,15+ 0,11- 0,14= 0,08 - 0,17+ 0,17 -
0,034 0,17 0,044 0,15 0,024 0,14 0,034 0,20

y-tocoferol 0,80 = 0,80 - 1,90 £ 0,20 - 2,90 + 0,41 - 0,50 £+ 0,50 -
0,204a 1,90 0,804 2,10 0,704 2,09 0,104 0,60

d-tocoferol 0,12 £ 0,12 - 0,19+ 0,09- 0,21 0,08 - 0,10% 0,10 -
0,0142 0,15 0,06A8 0,21 0,0242b 0,21 0,01% 0,16

a-tocotrienol 0,70 + 0,30 - 0,30+ 0,30- 0,30 £ 0,16 - 0,52+ 0,39 -
0,204e 0,70 0,104 0,25 0,104 0,57 0,074 0,52
B-tocotrienol n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

y-tocotrienol 27,00 £ 9,00 - 20,00+ 6,00 - 17,00 £ 4,30 - 4,30 2,70 -
6,008 27,00 8,008 20,00 2,008 17,00 0,60 4,00

5-tocotrienol 0,60 + 0,21 - 0,70+ 0,29 - 0,26 % 0,14- 0,38+ 0,24 -
0,104 0,60 0,204 0,70 0,034 0,40 0,054 0,40

Total vitamina E 33,20 £ 13,20 - 25,20+ 13,70 - 22,80 % 5,50 - 8,80 £ 6,30 -
7,408 33,20 10,2068 25,20 3,80¢ 22,80 1,600 8,80

*Comparacion de medias con la prueba de Tukey; valores dentro de una fila que no comparten una letra
minudscula en comun y valores dentro de una columna que no comparten una letra mayuscula en comun
son significativamente diferentes con un p <0,05. 2Rangos mostrados incluyen a todos los materiales de
cada grupo. n.d; no detectable / *Comparison of means with Tukey's test; values within a row that do
not share a common lowercase letter and values within a column that do not share a common uppercase
letter are significantly different at p <0.05. “Ranges shown include all materials of each group. n.d; not

detectable.

Table 1. Retention times (min) and ionic mass (m/z) for the detection of tocopherols

and tocotrienols by UHPLC-APCI(-)-MS in rice (Oryza sativa L.). Centro para

Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica. 2021.
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FIGURA 1
Estructuras quimicas y patrones de metilacién de los tocoferoles y tocotrienoles

que conforman la familia de la vitamina E. Centro para Investigaciones en

Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2021.

Figure 1. Chemical structures and methylation patterns of the tocopherols and tocotrienols that comprise the vitamin
E family. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica. 2021.
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FIGURA 2
Cromatogramas obtenidos por UHPLC-APCI(-)-MS de la separacién de los tocoferoles y tocotrienoles
en una muestra del grano completo de arroz en granza molido (Oryza sativa L.), variedad indica
comercial registrada Palmar 18 (azul, arriba) y en una muestra de estdndares (negro, abajo). Las
condiciones de separacion e identificacién utilizadas para la obtencién de los cromatogramas se
describen en la seccién de metodologia de identificacién y cuantificacién por UHPLC-MS. Centro

para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San Jos¢, Costa Rica. 2021.
Figure 2. Chromatograms obtained by UHPLC-APCI(-)-MS of the separation of tocopherols and tocotrienols in
asample of the complete grain of paddy rice (Oryza sativa L.) ground, registered variety indica commercial named

Palmar 18 (blue, top) and in a standards mix (black, bottom). The separation and identification conditions used
to obtain the chromatograms are described in the UHPLC-MS identification and quantification methodology
section. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica. 2021.

Con respecto a la validacién del método de andlisis, los resultados de validacién (Cuadro 2) demuestran
que los tocoferoles y tocotrienoles presentaron buena linealidad (coeficientes de correlacidn superiores a

0,995) en el rango de concentracién de 0,000-25,000 pg mL. A su vez, se obtuvieron limites de deteccién
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y cuantificacién entre 0,045-0,112 ug mL! y 0,150-0,373 ug mL, respectivamente, lo cual denota buena
sensibilidad.

CUADRO 2
Pardmetros analiticos de verificacién del método de andlisis por UHPLC-

(APCI)-MS de los tocoferoles y tocotrienoles. Centro para Investigaciones
en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2021.

Compuesto Coeficiente de Limite de Limite de Precision Precision Efecto
correlacién (r)! deteccion cuantificacién intra-dia inter-dia matriz
(pg mL1t) (pg mLt) (%EER)? (%EER)?2 (%)3

a-tocoferol 0,9993 0,112 0,373 8 27 -1
B-tocoferol 0,9999 0,051 0,169 13 28 -2
y-tocoferol 0,9998 0,047 0,157 12 27 -8
3-tocoferol 0,9999 0,055 0,184 13 28 -13
a-tocotrienol 0,9999 0,052 0,173 10 29 29
B-tocotrienol 0,9995 0,050 0,166 13 31 §1
y-tocotrienol 0,9999 0,048 0,159 13 29 17
-tocotrienol 0,9998 0,045 0,150 13 34 6

! Evaluado en un rango de concentracién lineal de 0,000-25,000 pg mL*t.? EER= error estandar
relativo; criterio de aceptacion, £15-20 %. * Efecto matriz representa el porcentaje de mejora (+) o
supresién (-) de la sefial analitica en la ionizacién de los compuestos en el arroz.

1 Evaluated in a linear concentration range of 0,000-25,000 ug mL*.2 EER= relative standard error;
acceptance criterion, £15-20 %. * Matrix effect represents the percentage of enhancement (+) or
suppression (-) of the analytical signal in the ionization of compounds in rice.

Table 2. Analytical parameters of verification of the method of analysis of tocopherols and tocotrienols by UHPLC-
(APCI)-MS. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica. 2021.

La precisién intra-dfa cumplié con el criterio de aceptacidn establecido por la FDA (+15-20 %) (Cuadro
2), dado que el error estdndar relativo (EER) para cada compuesto estuvo entre 8-13 %. Por otro lado, la
precisién inter-dia no logré cumplir con dicho criterio, pues se obtuvo un EER entre 27-34 %.

Acorde con los resultados del efecto matriz, la ionizacidn de los analitos se vio influenciada de manera
distinta por la matriz de arroz. Paralos tocotrienoles se obtuvo una mejora de laionizacién (valores positivos),
con un maximo de 29 %, mientras que para los tocoferoles se obtuvo un maximo 13 % de supresion en la
ionizacién (valores negativos) (Cuadro 2).

Cuantificacién de vitamina E en las variedades evaluadas

Las concentraciones de tocoferoles y tocotrienoles obtenidas para cada una de las variedades
representativas se muestran en el Cuadro 3, los anélisis de varianza realizados permitieron comparar las
medias de las concentraciones de isémeros entre variedades (comparacién entre filas), asi como las medias de
las concentraciones de dichos compuestos por variedad (comparacién por columna).
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CUADRO 5
Contenido de tocotrienoles y tocoferoles (promedio + desviacién estdndar) en semillas de

muestras representativas de variedades de arroz (Oryza sativa L.) de Costa Rica. Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2021.

Concentracion en semillas molidas de arroz [pg/g]?
Indica comercial Indica promisoria

: indica aromatica Japénica
Compuesto reglstr-ada en desarrollo

Nayuribe UCR-162-10 UCR-03-08 UCR-207-18

Promedio (F:;ngc;z Promedio 5‘ a:?;: Promedio (:a:;glc;z Pr:;':e (R;' a:g;

a-tocoferol 3,80+ 1,20 - 2,00 0,90 - 2,00 % 0,60- 2,80+ 2,20 -
0,904a 3,80 +1,00% 2,20 1,0042 2,00 0,708 3,00

B-tocoferol 0,17 £ 0,11- 0,15 0,11 - 0,14 £ 0,08 - 0,17+ 0,17 -
0,034a 0,17 0,044a 0,15 0,02%a 0,14 0,03% 0,20

y-tocoferol 0,80 % 0,80 - 1,90+ 0,20- 2,90 £ 0,41 - 0,50 0,50 -
0,204 1,90 0,80%b 2,10 0,704b 2,09 0,10 0,60

&-tocoferol 0,12 £ 0,12 - 0,19 £ 0,09 - 0,21 + 0,08- 0,10 0,10 -
0,014a 0,15 0,0640 0,21 0,024a0 0,21 0,01, 0,16

a-tocotrienol 0,70 £ 0,30 - 0,30 £ 0,30 - 0,30 £ o,i6 - 0,52 0,39 -
0,204b 0,70 0,10%= 0,25 0,104 0,57 0,07% 0,52
B-tocotrienol n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d

y-tocotrienol 27,00+ 9,00- 20,00 6,00- 17,00 % 4,30- 4,30+ 2,70 -
6,008> 27,00 8,008b 20,00 2,008b 17,00 0,60 4,00

&-tocotrienol 0,60 £ 0,21 - 0,70+ 0,29 - 0,26 0,14- 0,38 0,24 -
0,104b 0,60 0,204 0,70 0,034b 0,40 0,05% 0,40

Total vitamina E 33,20 + 13,20 - 25,20# 13,70 - 22,80 + 550- 8,80+ 6,30-
7,408b 33,20 10,208 25,20 3,80¢ 22,80 1,60° 8,80

Comparacion de medias con la prueba de Tukey; valores dentro de una fila que no comparten una letra
minuscula en comun y valores dentro de una columna que no comparten una letra mayuscula en comun
son significativamente diferentes con un p <0,05. 2Rangos mostrados incluyen a todos los materiales de
cada grupo. n.d; no detectable /*Comparison of means with Tukey’s test; values within a row that do
not share a common lowercase letter and values within a column that do not share a common uppercase
letter are significantly different at p <0.05. ?Ranges shown include all materials of each group. n.d; not
detectable.

Table 3. Tocotrienols and tocopherols content (mean + standard deviation) in seeds
of representative rice (Oryza sativa L.) varieties samples from Costa Rica. Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica. 2021.

Al realizar la comparacién de medias de concentracién por filas (Cuadro 3), los resultados estadisticos
indicaron que para el compuesto a-tocoferol, no hubo diferencias significativas entre las concentraciones
obtenidas entre las muestras evaluadas (p>0,05), no obstante, la muestra Nayuribe perteneciente a la
variedad indica comercial registrada resulté ser la predominante (3,80+ 0,90 pg g’l), mientras que las
muestras UCR-162-10 y UCR-03-08 pertenecientes a las variedades indica aromatica e indica promisoria,
respectivamente, resultaron ser deficientes en este compuesto, y se obtuvo para ambas una concentracién de
2,00 +1,00 ug g

El contenido de B-tocoferol resultd ser, en general, bajo para todas las muestras, sin diferencias significativas
entre las concentraciones (p>0,05). La muestra Nayuribe (indica comercial registrada) junto con la muestra
UCR-207-18 (japénica), obtuvieron el valor mas alto de concentracién (0,17 + 0,03 pg g'l); por otra parte, la
muestra UCR-03-08, perteneciente a la subvariedad indica promisoria, obtuvo el contenido més bajo (0,14
+0,02 ug g’l).

Las concentraciones obtenidas del compuesto y-tocoferol en las muestras UCR-162-10 (indica aromdtica)
y UCR-03-08 (indica promisoria), resultaron ser significativamente altas (p<0,05) (1,90 + 0,80y 2,90 + 0,70
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ugg’, respectivamente), en comparacién con las concentraciones de las muestras Nayuribe (indica comercial)
(0,80 + 0,20 ug g') y UCR-207-18 (japénica) (0,50 + 010 ug g™).

Se observé que el contenido de 8-tocoferol fue alto (0,19 + 0,06 ug g’l) en la variedad indica aromatica
(UCR-162-10) y significativamente diferente al encontrado en las variedades indica comercial registrada
(Nayuribe) y japénica (UCR-207-18) (p<0,05). Por su parte, el contenido de este isémero en la variedad
indica promisoria en desarrollo (UCR-03-08), no presenté diferencias significativas con ninguna media de
concentracién obtenida en las otras variedades (p>0,05).

Para el isémero a-tocotrienol, no se obtuvieron diferencias significativas entre las muestras UCR-162-10
(indica comercial registrada) y UCR-03-08 (indica promisoria) (p>0,05), dado que ambas presentaron la
misma concentracion (0,30 + 0,10 g g’l); no obstante, la muestra Nayuribe (indica comercial registrada), st
difirié significativamente de estas muestras, dado que su contenido fue significativamente mds alto (0,70 +
0,20 ugg") (p<0,05). La media de concentracién de este compuesto en la muestra UCR-207-18 (japénica),
no fue diferente significativamente de las demds muestras (p>0,05).

Para el compuesto y-tocotrienol, las medias de concentraciones obtenidas para cada variedad resultaron
ser altas, no obstante, la muestra Nayuribe, perteneciente a la variedad indica comercial registrada fue la

que obtuvo un contenido predominante de este compuesto (27,00 + 6,00 pg g'); aunque las muestras
UCR-162-10 (indica aromatica) y UCR-03-08 (indica promisoria) también reportaron un contenido alto
de este isémero (20,00 + 8,00 y 17,00 + 2,00 pg g'l, respectivamente), sin diferencias significativas entre
estas muestras y la muestra Nayuribe (p>0,05). La muestra UCR-207-18 (japdnica) obtuvo una media

de concentracién de este compuesto significativamente menor (4,30 + 0,60 ug g’l), lo que result6 en una
diferencia significativa al ser comparada con las otras variedades (p<0,05) (Cuadro 3).

Se observo, en las medias de concentracién reportadas para el isémero 3-tocotrienol, que la muestra
UCR-162-10 (indica aromatica) resultd ser la que tuvo una media mayor de concentracién (0,70+ 0,20 g
g"), lo cual la hizo diferir significativamente a la media reportada por las muestras Nayuribe (indica comercial
registrada) y a la muestra UCR-03-08 (indica promisoria) (p<0,05); por su parte, la media de la muestra
UCR-207-18 (jap6nica) obtenida para este isémero, no difiri6 significativamente de las medias reportadas
en las otras muestras (p>0,05).

Respecto al contenido total de vitamina E, la muestra Nayuribe (indica comercial registrada), fue la que

mostr6 la media de concentracién mds alta de tocoferoles y tocotrienoles (33,20 + 7,40 pg g'l), seguida de
las muestras UCR-162-10 (indica aromdtica) y UCR-03-08 (indica promisoria) (25,20+ 10,20 y 22,80 +
3,80 ug g’l, respectivamente); mientras que la muestra UCR-207-18 (japdnica) fue la que obtuvo una media
menor de estos isémeros (8,80 + 1,60 ug g'l), por lo que existen diferencias significativas entre las medias del
contenido total de vitamina E de estas muestras indicas respecto ala japdnica, mds no diferencias significativas
entre las indicas (p<0,05).

Al realizar la comparacién de las medias de concentracién por columna, es decir, concentraciones
obtenidas en cada variedad, se pudo observar que el compuesto mayoritario en todas las muestras,
correspondié a y-tocotrienol, donde en todos los casos, la media de concentracion de dicho isémero fue
significativamente diferente a las medias reportadas para los otros isémeros dentro de cada variedad (p<0,05).

Las muestras Nayuribe (indica comercial registrada), UCR-162-10 (indica aromatica) y UCR-03-08
(indica promisoria en desarrollo) no mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre la concentracién del
compuesto a-tocoferol y las concentraciones de los otros isémeros (se excluye el compuesto y-tocotrienol),
aunque el primero resulté ser el segundo compuesto con la concentracién miés alta dentro de cada una de
las variedades mencionadas.

En el caso de la muestra UCR-207-18 (japdnica), la concentracién del a-tocoferol fue la segunda media de
concentraciéon mds alta, y significativamente diferente a las medias de concentracion obtenida para los otros
isémeros de la vitamina E (p<0,05).
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Al observar las concentraciones de tocoferoles y tocotrienoles dentro de cada variedad evaluada, es
evidente que los compuestos presentes en menor concentracion correspondieron a los compuestos fy 0 -
tocoferol, sin embargo, las medias de concentracién obtenidas para dichos isémeros dentro de las muestras
Nayuribe (indica comercial registrada), UCR-162-10 (indica aromatica) y UCR-03-08 (indica promisoria
en desarrollo), no difirieron significativamente a la media de concentracidn reportada para los isémeros o, -
tocoferol y o y 8-tocotrienol. En el caso de la muestra UCR-207-18 (japdnica), la cantidad obtenida de estos
compuestos resulté ser significativamente diferente a la media de los compuestos a-tocoferol y y-tocotrienol
(p<0,05), pero no asi al ser comparado con los compuestos y-tocoferol y a-tocotrienol (p>0,05)

El andlisis de componentes principales de los distintos isémeros de la vitamina E, indicé que los
componentes 1 y 2 juntos explican un 76,9 % de la variacién en los datos (Figura 3). Se observé un claro
agrupamiento de las muestras japonicas separadas y opuestas a las indicas comerciales registradas, promisorias
en desarrollo y aromaticas, que no presentan una clara separacién entre si. Ademds, la variable concentracion
de y-tocotrienol correlaciond con la concentracion total de vitamina E, el cual fue el componente que aport6
el mayor peso al contenido total de vitamina E. Por tltimo, Nayuribe, ubicado en el extremo maximo de la

escala, fue el material con mayor contenido de vitamina E (33,20 + 7,40 pg g’l), que la diferencia de las demds
muestras analizadas, sin importar el tipo o subtipo de arroz.
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FIGURA 3
Andlisis de componentes principales del contenido de tocoferoles y tocotrienoles en

las variedades de arroz (Oryza sativa L.) de Costa Rica. Los porcentajes representan
la proporcién de variacion explicada por cada eje. Centro para Investigaciones
en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 2021.

Figure 3. Principal component analysis of tocopherols and tocotrienols contents in rice (Oryza sativa L.)
varieties from Costa Rica. The percentages represent the proportion of variation explained by each axis.
Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica, San Jose, Costa Rica. 2021.

Discusion

La fragmentacién i6nica de los tocoferoles y tocotrienoles en el detector de masas se explica a través de su
estructura quimica (Figura 1). Cuando cada uno de estos isdmeros se fragmenta, se obtiene como primer
ion (ion precursor) el anién del anillo cromanol (M-H-), las masas obtenidas para el ion precursor en
cada compuesto difieren, debido a que el anillo cromanol en cada isémero estd compuesto por distintos
sustituyentes, en algunos casos, estd sustituido con dos grupos metilo, en otros con un grupo metilo y
un hidrégeno, tal como se muestra en la Figura 1. El anillo cromanol es el ion precursor, dado que es el
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grupo funcional comun en los isémeros que conforman la vitamina E, las otras fragmentaciones obtenidas
corresponden a fragmentaciones secundarias de este i6n (Zhu et al., 2016).

Los pardmetros de verificaciéon del método de analisis empleado en el UHPLC-MS, cumplieron con
los criterios de aceptacidn, con la excepcién de la precision inter-dia. Esto se debi6 a que los tocoferoles
y tocotrienoles son muy sensibles a la luz y a la temperatura, por lo que su estabilidad disminuye con
el transcurso de los dias (Delgado-Zamarrefio et al., 2009). Los resultados de efecto matriz presentaron
porcentajes de afectacion entre +1-29 %, segun del isémero de vitamina E, donde con los tocoferoles hay
supresion y con los tocotrienoles engrandecimiento de la senal analitica (Cuadro 2), valores coincidentes con
reportes previos, donde se obtuvo que no generan un efecto considerable en su ionizacién, ya que la variacion
estd dentro de la incertidumbre del método (Ansolin et al., 2017).

Los contenidos de tocoferoles y tocotrienoles observados concuerdan con valores reportados en la
literatura, donde se coincide en que el compuesto y -tocotrienol seguido por el a-tocoferol, resultan ser los
isdmeros de la vitamina E que se encuentran en mayor cantidad en el arroz, mientras que los compuestos 8
y 8 -tocoferol y § -tocotrienol se presentan en muy baja cantidad (Huang & Ng, 2011; Shammugasamy et
al., 2015; Zhang et al., 2012). El B-tocotrienol (BT3) se encuentra a niveles no detectables por el método de
analisis utilizado, por lo que no se logré cuantificar en ninguna de las muestras evaluadas, algo coincidente con
reportes previos donde tampoco fue cuantificable en el arroz (Lee et al,, 2019). La similitud en los resultados
se debe a que los estudios también fueron realizados en la especie de arroz O. sativa L.

La cantidad predominante de a-tocoferol y y-tocotrienol que contiene el arroz consumido en Costa Rica es
muy importante en términos de nutricién y salud, principalmente por la importancia de estos compuestos en
la dieta humana. El a-tocoferol es el compuesto que presenta mayor actividad vitaminica, dado que es el que
se mantiene en grandes cantidades en el plasma humano y tejidos, esto gracias a su afinidad con la proteina de
transferencia hepatica a-tocoferol; los otros isémeros son bioldgicamente activos, pero no presentan afinidad
con esta proteina, lo cual provoca su poca acumulacion en el cuerpo humano (Panel on Dietary Antioxidants
and Related Compounds et al., 2000; Szewczyk et al., 2021).

Aunque el compuesto a-tocoferol resultd ser el segundo con la concentracién mas alta en todas las
subvariedades evaluadas, las cantidades obtenidas no alcanzan los requerimientos nutricionales diarios,
dado que la dosis recomendada para personas es de 15 mg/dia (Panel on Dietary Antioxidants and
Related Compounds et al., 2000). Sin embargo, las muestras de arroz evaluadas podrian aportar en estos
requerimientos, porque el arroz es consumido en los tres tiempos de comida de un costarricense, en
un promedio de 140 g por tiempo de alimentaciéon. (CONARROZ, 2021b). Acorde con este valor, los
costarricenses al consumir el arroz Nayuribe, obtendrian 0,532 mgdel compuesto en cada tiempo de comida,
por lo que el aporte diario serfa de 1,60 mg de a-tocoferol; lo equivalente al 11 % del requerimiento diario
de vitamina E.

Una persona promedio no puede adquirir todos sus requerimientos de vitamina E del arroz, ya que
implicarfa el consumo de kilos de arroz al dia; ademds, el arroz no es la tinica fuente en la dieta que aporte
vitamina E. Ademads, es importante rescatar que el arroz analizado en este estudio se encontraba en forma
de semilla en granza y el arroz antes de ser comercializado como grano para consumo es sometido a varios
procesos, como el descascarado, almacenamiento y fraccionamiento, que pueden afectar sus caracteristicas
fisicas y nutricionales (Salazar et al., 2019). En Costa Rica, existe el Reglamento para el Enriquecimiento del
Arroz, en el cual se detalla que el arroz pilado destinado para consumo humano debe ser enriquecido con
ciertos nutrientes, incluida la vitamina E, y el nivel minimo de esta, expresado como a-tocoferol debe ser
15,0 UI (9,99 mg) (Presidencia de la Republica & Ministerio de Salud, 2002). Con base en lo anterior, los
datos brindados sobre el aporte de vitamina E en las semillas de arroz no consideran factores propios de su
procesamiento para consumo, por lo que no se pueden utilizar con certeza para medir su aporte de vitamina
E en la dieta de los costarricenses.
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Las diferencias significativas encontradas en las muestras evaluadas respecto al contenido de los isémeros de
la vitamina E, fue mayor entre las subespecies japdnica e indica (indica comercial registrada, indica aromdtica
¢ indica promisoria en desarrollo), lo que puede deberse a caracteristicas genéticas intrinsecas de cada
subespecie y/o variedad, aunque ambas sean de la misma especie O. sativa L., sus caracteristicas morfoldgicas
y ecoldgicas son muy diferentes, por lo que su contenido nutricional va a diferir también (Zhang et al,,
2012). Se evidencié que el contenido de vitamina E en la subespecie japdnica es significativamente menor,
en comparacién con las muestras pertenecientes a la subespecie indica, esto concuerda con comparaciones
previas reportadas (Zhang et al., 2012). Futuros estudios de mejoramiento genético en variedades de arroz,
deberfan centrarse en aumentar el contenido de tocoferoles y tocotrienoles en la subvariedad japénica.

Las diferencias observadas respecto al contenido de vitamina E dentro de las muestras pertenecientes
a la subespecie indica (indica comercial registrada, indica aromdtica ¢ indica promisoria en desarrollo),
pueden deberse a las diferencias varietales dentro del subgrupo y a patrones de expresién propios de la
interaccién genotipo-ambiente dadas por las condiciones agroambientales del lugar donde fueron cultivadas
y cosechadas. Ademds, aunque las variedades indica comercial registrada e indica promisoria en desarrollo
pertenecen a la misma subespecie, estas han sido mejoradas en procesos distintos con el fin de atender
objetivos propios de rendimiento en campo y no para caracteres relativos a la calidad nutricional del grano,
en este caso, contenido de vitamina E. Por lo anterior, se puede intuir un efecto de deriva génica para aquellos
genes involucrados y sus respectivas frecuencias alélicas, entre una generacién filial y la siguiente dentro del
programa de mejora genética que se realiza desde el CIGRAS para el desarrollo de nuevas variedades de arroz,
ya que no se seleccionan con este fin nutricional.

En relacién con la variedad indica aromdtica, esta posee como caracteristica especial su aroma, el cual es
producido por un gen recesivo presente en el cromosoma 8 del arroz (Pinciroli et al.,, 2015), por lo que la
presencia de este gen puede afectar la produccién de ciertos compuestos, como la vitamina E y, por ende, su
composicién nutricional, es por esta razon que los arroces aromaticos pueden diferir a nivel nutricional de los
arroces no aromaticos, en este caso, los indicos comerciales registrados e indicos promisorios en desarrollo,
esta podria ser la razén de las diferencias encontradas al comparar la concentracién de ciertos tocoferoles y
tocotrienoles entre estas variedades.

CONCLUSIONES

La cuantificacién de los isémeros de la vitamina E en muestras de arroz cultivadas y comercializadas en
Costa Rica, permitié obtener un perfil de dichos compuestos, lo cual sirvié para determinar cudles son las
subvariedades predominantes y deficientes respecto al contenido de tocoferoles y tocotrienoles, y cudles
isdémeros son los que se presentan en mayor cantidad en el arroz; esto a su vez, permitié observar el aporte
nutricional que presentan los materiales evaluados respecto a la vitamina E.

El contenido significativamente alto de tocoferoles y tocotrienoles observado en la muestra de la variedad
Nayuribe (33,20 + 7,40 g g'l) (indica comercial registrada), evidencié que es posible encontrar acervos para
alto contenido de vitamina E entre las variedades analizadas en este estudio y para otros nutrientes en grano.
Este hallazgo propicia la posibilidad de incluir como uno de los objetivos del fitomejoramiento el desarrollo
de variedades de arroz con granos biofortificados.
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