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RESUMEN. Los fitosteroles son compuestos naturales, de gran importancia
en la industria farmacéutica y alimentaria, por su uso como precursores para
la sintesis de medicamentos o por su empleo como nutracéuticos debido a
sus excelentes y variadas propiedades farmacolégicas. Una posible fuente
de obtencién de fitosteroles, disponible en Cuba en cantidades considera-
bles, son algunos de los subproductos de la industria azucarera. En el pre-
sente trabajo, se llevé a cabo el estudio comparativo de cinco métodos de
extraccién de una fraccién rica en fitosteroles a partir de la cachaza de la
cana de azucar. Se utilizaron métodos tradicionales como la maceracién en
reposo y con agitacién, reactores agitados y soxhlet, y el mas novedoso
constitudo por la aplicaciéon de los hornos microondas. Se varié la relaciéon
muestra/disolvente en todos los casos analizados, mientras que con los hor-
nos de microondas, se estudiaron adicionalmente, el tiempo de irradiacién y
su nivel de potencia, para determinar los pardmetros y el tratamiento de
mejores resultados. Los mayores rendimientos se lograron con la extraccién
en soxhlet, reactores agitados, maceracién previa a la irradiacién, irradia-
cién y maceraciéon en orden decreciente. Se pudo observar que al aumentar
la proporcién de disolvente se incrementan los rendimientos en todos los
métodos. Una menor relacién muestra/disolvente, aumenta la eficiencia
de la extraccién de fitosteroles. De todos los procesos, el menos eficiente
es el de la maceracién. Los rendimientos de la extraccién por irradiacién
con microondas o combinado con maceracién son muy bajos, por lo que
no se recomienda este método de extraccién en las condiciones estudia-
das.

ABSTRACT. Phytosterols are natural compounds of great importance for phar-
maceutical and alimentary industry. They can be used as precursors in chemi-
cal synthesis of drugs or as nutraceutics due to their excellent pharmaco-
logical properties. Sugar cane mill byproducts are suitable phytosterol sources
in Cuba. The comparison of five extraction methods for a rich phytosterol
fraction from sugar cane mud was carried out. For these purposes, traditional
methods such as the digest with and without shaking, shaking reactors,
soxhlet and microwaves, a novel method, were assayed. The sample/solvent
relation was varied for all methods. Furthermore, irradiation time, potency
levels as well as digest prior to irradiation were also assayed for microwave
method, looking for better yields. Better yields were obtained for soxhlet
extraction, then shake reactors, digest prior to irradiation, irradiation and
digest finally. Higher yields were directly related to solvent volume increase
for all methods, that is the lower sample/solvent relation, the bigger yield.
Digest was the least efficient method for phytosterol extraction. Yields by
microwave irradiation (simple or combined with digest) were low, so this
method is not recommended.

INTRODUCCION

Los esteroides constituyen un
grupo de sustancias estructural-
mente afines que se encuentran am-
pliamente distribuidos en animales
y plantas.! Debido a las crecientes
demandas de la industria farmacéu-
tica, se han buscado nuevas fuen-
tes de precursores esteroidales que
puedan ser transformados en com-
puestos de interés médico.

Las mezclas de fitosteroles de
origen vegetal son uno de los mate-
riales usados para la sintesis de nue-
vas sustancias que tienen propieda-
des farmacolégicas o que se utilizan
a su vez para la produccién de dro-
gas esteroidales, como los corticoi-
des y hormonas sexuales, de gran
uso en la industria farmacéutica.??
Se ha encontrado la existencia de
nucleos esteroidales en los residuos
de laindustria azucarera cubana. Se
han realizado estudios utilizando la
cachaza seca de la cana de azlcar*y
a partir del aceite de cera de cana,
el cual contiene hasta un 10 % de
mezcla de fitosteroles.>®

En los animales superiores (in-
cluido el hombre) se encuentra prin-
cipalmente el colesterol, el cual es
un constituyente importante de
membranas y precursor de sustan-
cias fisiolégicamente activas. Se
han realizado estudios y desarrolla-
do diferentes métodos para extraer
y purificar este compuesto, partien-
do de diferentes fuentes, como hue-
sos, tejido nervioso, etc.” Antonio
Padilla y col, lo obtuvieron y purifi-
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caron a partir de la médula espinal
bovina.? El colesterol aparece solo
muy raramente en las plantas supe-
riores, las cuales contienen funda-
mentalmente fitosteroles.

Por lo general, los esteroles co-
nocidos son sélidos cristalinos inco-
loros, solubles en disolventes orga-
nicos relativamente apolares. Pue-
den encontrarse en estado libre o
formando ésteres de acidos grasos.
Todos tienen un nucleo ciclopenta-
noperhidrofenantreno y presentan
un grupo hidréxido en el carbono 3.
La mayoria de los esteroles natura-
les poseen una cadena lateral de 8 a
10 4tomos de carbono y un enlace
doble en el C-5 (Fig. 1).

H

Fig. 1. Estructura general de los esteroles.
Colesterol (R=H).

Campesterol (R=Me).

Sitosterol (R=Et).

Estigmasterol [ R=Et; insaturado. (C-22)].

Zayas y col. desarrollaron una
técnica de extracciéon sélido-liquido
en un equipo soxhlet, para la obten-
cién de una fraccién rica en fitoste-
roles. En este procedimiento utiliza-
ron la cachaza de cana de azucar
como materia prima.’

Una posibilidad alternativa seria
el empleo de las microondas en el
primer paso de extraccién de los
fitosteroles. Esta técnica esta sien-
do ampliamente utilizada en la sin-
tesis y extraccién de compuestos or-
ganicos por sus ventajas,'’ por lo que
ha alcanzado un vertiginoso desa-
rrollo en la ultima década. En estu-
dios realizados se demuestra que las
microondas aceleran el proceso de
extraccion.!'2 Hasty y Revesz,!? des-
criben un proceso de extraccién de
sélidos totales en hidrocarburos de
petréleo, en el que las condiciones
6ptimas de irradiacién fueron de 5
a 15 min, utilizando como disolven-
te (hexano : acetona) (1 : 1). Este sis-
tema de extraccién reduce el tiem-
po considerablemente, comparado
con la extraccién con soxhlet. Ro-
meu y col. han estudiado la influen-
cia del tiempo de irradiacién, el ni-
vel de potencia y el grado de humec-
taciéon del material vegetal sobre a
la efectividad de la extraccién en ve-
getales con microondas (MO).

El presente trabajo tuvo como
objetivo el estudio comparativo de
diferentes métodos de extracciéon
de una mezcla rica en fitosteroles a
partir de la cachaza de la caha de
azucar, en busca de los procesos
mas eficientes y de mejores rendi-
mientos.

MATERIALES Y METODOS
Preparacion del material vegetal

Para la obtencién de los extrac-
tos ricos en fitosteroles se utilizé ca-
chaza seca del Central “América Li-
bre” de la Provincia La Habana. La
cachaza previamente se secé en un
secador de bandejas durante 30 h a
80 °C o expuesta al sol durante 5 d
hasta alcanzar una humedad de 10
a 17 %. Posteriormente, fue llevada
hasta un tamano de particulas de
0,5 mm utilizando un molino de cu-
chillas modelo FURNA. Se le deter-
minoé el porcentaje de humedad y
el contenido de cenizas.

Métodos de extraccion

Se compararon cinco métodos
de extraccion.

Soxhlet. Se aplicé el método re-
portado por Zayas y col.’ Para la ob-
tencion de la fraccioén rica en fitos-
teroles se realizé una extraccién
soélido-liquido de la cachaza seca en
soxhlet, utilizando como disolven-
te hexano comercial, con una rela-
ci6on muestra/disolvente de 1/6 y 1/25
(PS/V) para un total de 30 descargas.
En todos los casos, al extracto se le de-
terminé el porcentaje obtenido con
respecto a la cachaza seca inicial.

Reactor. Se realiz6 la extraccion
con dos lavados, en un reactor ci-
lindrico de latén, agitado por pale-
ta, empleando como disolvente
hexano comercial, a 68 °C durante
1 h, con una relacién muestra/disol-
vente de 1/6 y 1/25 (PS/V).

En todos los experimentos ante-
riores se realizaron tres réplicas.

Irradiacion con microondas. Se
utilizé un horno doméstico Gold
Star con frecuencia de 2 450 MHz y
850 W . En un erlenmeyer de 300 mL
se anadieron 20 g de cachaza y hexano
en una relacion muestra/disolven-
te 1/6 y 1/25 (PS/V) y se irradiaron
las muestras variando el tiempo y la
potencia del equipo de MO (5 min;
10 % de potencia) y (1 min; 100 % de
potencia). En cada experimento se
realizaron cuatro réplicas.

Maceracion. En un erlenmeyer
de 300 mL se anadieron 5 g de ca-
chaza y hexano en una relacién
muestra/disolvente 1/25 (PS/V), se
tapd y dejoé en reposo durante una
semana, a temperatura ambiente.

Se realizaron cuatro réplicas de este
experimento.

Maceracion previa a la irradia-
cion. En un erlenmeyer de 300 mL
se anadieron 5 g de cachaza y
hexano en una relacién muestra/di-
solvente 1/25 (PS/V). Las condicio-
nes durante la maceracién fueron:
temperatura ambiente con reposo y
agitacion durante una semana.
Posteriormente, estas muestras se
irradiaron con MO (1 min; 100 % de
potencia). Se realizaron cuatro répli-
cas en cada experimento.

Para separar el extracto, se filtra-
ron las muestras a gravedad. El fil-
trado se recogié después de lavar
varias veces con hexano y se llevd
hasta sequedad en un evaporador
rotatorio para luego determinar el
peso obtenido de la fraccién rica en
fitosteroles.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza
(ANOVAT) en el que se calcularon la
media, el error estandar y la varian-
za, para todas las muestras y median-
te la prueba de Newman Keuls se
compararon las medias obtenidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al comparar los resultados co-
rrespondientes a las diferentes re-
laciones muestra/disolvente em-
pleadas en el reactor y el soxhlet
como métodos de extraccion, se
pudo observar que, al utilizar una
proporcién de hexano con respecto
alamuestra de 1/25 se alcanzan ren-
dimientos significativamente ma-
yores que al utilizar la relacién 1/6.
En la extracciéon por irradiacién,
aunque esta tendencia a alcanzar
mayores rendimientos al aumentar
la cantidad de disolvente se mantu-
vo, las diferencias no fueron signi-
ficativas (Tabla 1).

En cuanto a las condiciones apli-
cadas en la extraccién por irradia-
cién, no se observaron diferencias
significativas entre aplicar 5 min y
10 % de la potencia o 1 min y 100 %
de la potencia, independientemen-
te de la relacién muestra/disolvente
empleada. Teniendo en cuenta es-
tos resultados, lo mas recomenda-
ble seria utilizar 1 min al 100 % de
la potencia, pues el tiempo utiliza-
do en la extraccién es menor, lo que
hace que el método sea mas econo-
mico. Adicionalmente, estas son las
condiciones donde se obtuvieron
los mejores rendimientos.

Sin embargo, se puede afirmar
que la irradiaciéon no es efectiva en
la extraccién de fitosteroles de la ca-
chaza en las condiciones probadas,
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porque los rendimientos fueron meno-
res que con el resto de los métodos
comparados, excepto la maceracion.
La maceracién como método de
extraccién, es aun menos eficiente
que la irradiacién, por lo que es el
de menores rendimientos (Tabla 1).
Se obtiene un porcentaje muy bajo
de la fraccién rica en fitosteroles
(1,69 %) y estadisticamente las dife-
rencias son significativas entre este
método y el resto de los métodos de
extraccién empleados, siendo sola-
mente comparables sus resultados
con el caso de la extraccion con irra-
diacién cuando se emplea una rela-
cién de disolvente de 1/6, donde no
existen diferencias significativas.
Otra posibilidad que se examiné
fue la aplicacién de la maceracién
como un pretratamiento a la cacha-
za para mejorar la efectividad de la
accion posterior de las microondas.
Cuando se utiliza ese procedimien-
to previo a la irradiacién, aunque el
porcentaje obtenido de la fraccién
rica en fitosteroles, aparentemente,
es ligeramente mayor con respecto
a el obtenido cuando se aplica la
irradiaciéon solamente, las diferen-
cias no fueron significativas, o sea,
no se mejoraron los rendimientos.
La agitacién durante la maceracién
no cambio los resultados, pues los
rendimientos alcanzados aplicando
la maceracién en reposo e irradia-
cién con MO posterior, fueron seme-
jantes a los de la maceracion en za-
randa previa a la irradiacién. Por lo
tanto, tampoco es recomendable uti-
lizar este sistema para extraer la frac-
cién rica en fitosteroles de la cachaza.
Como se puede observar, de to-
dos los métodos y condiciones apli-

cados, las extracciones en soxhlet y
reactor fueron las de mejores resul-
tados, siendo el primer método mas
eficiente que el segundo, pues las
diferencias son altamente significa-
tivas entre los rendimientos obteni-
dos por ambos métodos. La canti-
dad obtenida de la fraccién rica en
fitosteroles con soxhlet duplica la
que se extrae en el reactor.

De todo lo anterior se deduce que
el procedimiento tecnolégico mas
eficiente para realizar la extraccion
de la fraccién rica en fitosteroles es
aquel en el que se emplea el soxhlet.

Al comparar los resultados con
los reportados por Zayas y col., se
comprobé que los rendimientos ob-
tenidos fueron mucho mayores,
(12,30 % comparados con 5,1 %). En
ambos casos, se empled la misma
relacién de disolventes, por lo que
estas diferencias pudieran deberse
entre otros factores, a la diferente
procedencia de la cachaza, lo que
origina una gran variabilidad en sus
componentes.

CONCLUSIONES

De todos los métodos empleados,
la extraccion con soxhlet fue el mas
eficiente con un rendimiento dela frac-
cién rica en fitosteroles del 12,30 %.

Los métodos de extracciéon utili-
zando irradiacién con microondas y
la maceracién, en cualesquiera de
sus variantes, no son adecuados pa-
ra extraer la fraccién rica en fitos-
teroles a partir de la cachaza, con
hexano, en las condiciones proba-
das.
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Tabla 1. Resultados de la extraccién de una fraccién rica en fitosteroles a partir de cachaza de cana de azucar.

Condiciones Tiempo/Potencia Muestra/ solvente Extracto® media ES Varianza
(min/%) (g/mL) (%0)

Soxhlet — 1/25 12,30a 1,55 2,41
Soxhlet — 1/6 6,31b 0,97 0,95
Reactor — 1/25 6,76b 0,09 0,008
Reactor — 1/6 4,74c 0,10 0,011
}\ff;g;;fr? 1100 1/25 391cd 0,38 0,14
ll\ff;g;;fr? en zaranda 1100 1/25 4,01cd 0,28 0,08
Maceracion — 1/25 1,69g 0,23 0,05
Irradiacién 1/100 1/25 3,31de 0,16 0,03
Irradiacion 5/10 1/25 3,11def 0,12 0,14
Irradiacion 1/100 1/6 2 defg 0,11 0,13
Irradiacién 5/10 1/6 2,13fg 0,08 0,006

2 Peso de la fraccion rica en fitosteroles/Peso seco de cachaza. Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo con

Newman Keuls (p < 0,5). ES Es error estandar.




