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RESUMEN

Introduccion: los esteroles han sido ampliamente estudiados por su importancia
nutricional y farmacéutica. Sin embargo, para nuestro conocimiento, la composicion
de esteroles del aceite de los frutos de la palma real cubana (Roystonea regia) no ha
sido determinada hasta el momento.

Objetivos: determinar la composicion de esteroles que pudieran estar presentes en
la fraccion insaponificable del aceite de R. regia mediante CG-EM.

Métodos: muestras de dos lotes de aceite de R. regia fueron sometidas al
procedimiento para la determinacion de esteroles establecido por el del Instituto de
Nutracéuticos de los EE.UU., el cual consiste, fundamentalmente, en una
saponificacion con disoluciéon de KOH/EtOH y posterior extraccidon con n-hexano de las
fracciones insaponificables. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por CG-EM
como derivados TMS e identificadas por comparacion de sus espectros con los de
patrones comerciales y los de la base de espectros Wiley. Para la cuantificacion se
utilizé el colestano como patrén interno.

Resultados: en la fraccion insaponificable del aceite de R. regia se encontré un
contenido total de esteroles de 66,1%; lo que representa un 0,14 % del aceite. La
fraccidon de esteroles, estuvo compuesta principalmente por & -sitosterol (51,2 %),
estigmasterol (9,6 %), campesterol (9,2 %), 24-metilen-cicloartanol (9,2 %), A5-
avenasterol (8,9 %), cicloartanol (7,5 %); ademas de otros componentes minoritarios
como cicloartenol, a-sitosterol y colesterol.
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Conclusiones: se identificaron y se cuantificaron mediante CG-EM los esteroles de la
fraccion insaponificable del aceite de R. regia, en la cual el &-sitosterol resulté el
componente mayoritario. Estos resultados son una contribucién al estudio de la
composicion quimica de dicho aceite y pudieran avalar su posible utilidad nutricional y
seguridad.

Palabras clave: esteroles, Roystonea regia, aceite, CG-EM.

ABSTRACT

Introduction: Sterols have been widely studied because of their pharmaceutical and
nutritional importance. However, to our knowledge, the sterol composition of the oil
from the Cuban Royal Palm fruits (Roystonea regia (Kunth) F. Cook), has not been
yet identified

Objectives: To determine by GC-MS the sterols that could be present in the
unsaponifiable fraction of R. regia oil.

Methods: samples of two batches of R. regia oil were subjected to the established
procedure of the US Institute for Nutraceutical Advancement to determine sterols,
which mainly consists of saponification with KOH/EtOH solution and a subsequent
extraction of the unsaponifiable fractions by using n-hexane. These fractions were
analyzed by GC-MS as TMS derivatives and they were identified by comparing their
spectra with those of commercial available standards and with spectra of the Wiley
mass spectrum library. Quantification was made by using cholestane as internal
standard.

Results: A total sterol content of 66.1% was found in the unsaponifiable fraction of
R. regia oil, which represents 0.14% from the oil. The sterol fraction was mainly
composed of a-sitosterol (51.2 %), stigmasterol (9.6 %), campesterol (9.2 %), 24-
methylen-cycloartanol (9.2 %), A5-avenasterol (8.9 %) and cycloartanol (7.5 %) in
addition to other minor components such as cycloartenol, ?-sitosterol, and
cholesterol.

Conclusions: sterol compounds were identified and quantified by GC-MS in the
unsaponifiable fraction of R. regia oil, in which the &-sitosterol was the predominant
component. These results are a contribution to the chemical composition study of
such oil and could support its possible nutritional usefulness and safety.

Keywords: sterols, Roystonea regia, oil, GC-MS.

INTRODUCCION

El estudio de los extractos lipidicos de las palmas ha cobrado auge en la actualidad
debido a su utilizacién en las industrias farmacéutica y alimenticia. > Ejemplo de ello
lo constituye el extracto lipidico de Serenoa repens (W. Bartram) Small, denominado
también como extracto lipido-esterdlico, debido a la presencia de esteroles en su
fraccion insaponificable (FI), los que contribuyen con su accién farmacoldgica en el
tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna (HPB).}*> Estos compuestos se
encuentran en pequefias proporciones, por lo que los métodos cromatograficos tanto
preparativos como analiticos son las herramientas elegidas para su analisis. >° Por su
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parte, la palma real cubana (Roystonea regia (Kunth) F. Cook), es la palma mas
abundante de nuestro pais.® Se ha descrito que de sus frutos se obtiene un aceite fijo
de color pardo oscuro, con elevado rendimiento (25,0 %). Este constituye la materia
prima principal para la obtencion del D004, ingrediente activo que también ha
demostrado ser efectivo en la reduccién de la HPB inducida por testosterona en
modelos experimentales.’” Dicho aceite estd compuesto, fundamentalmente, por
acilglicéridos de acidos grasos (AG) entre 8 y 18 atomos de carbono y presenta,
ademas, una FI cuya composicién no se habia estudiado hasta el momento.??
Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, se decidié determinar el
contenido de esteroles de la FI del aceite de R. regia mediante cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Este estudio constituye una importante
contribucion al estudio quimico de este aceite, pues permite profundizar en el
conocimiento de sus componentes minoritarios.

METODOS

Se estudiaron dos lotes de aceite de R. regia obtenidos, a partir de frutos maduros,
en el laboratorio: 190109 y 040109. Se emplearon patrones de colesterol > 99 % CG
(Fluka, Suiza); campesterol, estigmasterol, a sitosterol y colestano > 98 % CG
(Sigma, EE.UU.). Se utilizaron hexano comercial destilado y cloroformo puro para
analisis (Merck, Alemania); disolucion acuosa de NaOH 2 mol/L; disolucién de patrdén
interno (DPI): colestano (5,0 mg/mL) en cloroformo; disolucién de referencia de
esteroles (DRE): colesterol (0,03 mg/mL), campesterol y estigmasterol (0,1 mg/mL),
y B-sistosterol (0,8 mg/mL), en cloroformo; disolucion de KOH en metanol 2 mol/L, y
como reactivo silanizante N-metil-N-trimetilsilil trifluoroacetamida (MSTFA, Sigma,
EE.UU.).

Se utilizé un cromatografo de gases 6890N acoplado a un detector de masas 5975 B
inert (Agilent, EE.UU.) con un sistema de computo y una columna capilar HP-5 Ms (30
m x 0,25 mm d.i. y 0,25 mm de espesor de pelicula, Agilent, EE.UU.). El horno se
programoé desde 100 °C hasta 220°C a 30 °C/min, y desde 220 °C hasta 320 °C (20
min isotérmico) a 5 °C/min. El flujo del gas portador (Helio) fue de 1 mL/min. El
inyector, en modo splitless, se mantuvo a 320 °C. Las temperaturas de la interfase, la
fuente de ionizacion y el cuadrupolo fueron 300 ©C, 230 °C y 150 °C,
respectivamente. La energia de ionizacion fue de 70 eV. La adquisicion se realizd
desde 40 m/z hasta 800 m/z. Se inyectd 1 pL de la muestra.

Para obtener las fracciones insaponificables se aplicdé una variante de la metodologia
del Instituto de Nutracéuticos de los EE.UU. (en inglés Institute for Nutraceutical
Advancement o INA).> Para ello, se pesaron 5,0 g de aceite de R. regia en un baldén
de 250 mL, se adicionaron 2,0 mL de DPI, 50 mL de KOH en etanol (0,5 mol/L) y se
mantuvo a reflujo en bano de agua durante 1 h. Se enfrié a 25°C y se transfirio el
contenido a un embudo separador de 250 mL. El balén se lavd con agua destilada (2
x 25 mL) y se transfirieron los lavados al embudo separador. Se extrajo con hexano
(3 x 60 mL), se desecharon las fases acuosas y se reunieron las hexanicas en otro
embudo separador de 250 mL. Se lavd con agua destilada (3 x 40 mL), con KOH al
3% (40 mL), y nuevamente con agua destilada (2 x 40 mL). Se secd con Na,S04
anhidro y se filtré a través de papel de filtro medio rapido. El filtrado se transfirid a un
balén previamente tarado, se evaporo6 el disolvente a 60°C con vacio en un
evaporador rotatorio, y se recolecto la FI. Previo al analisis por CG-EM se pesaron,
aproximadamente, 5 mg de la FI en un tubo de ensayos, se afiadieron 140 uL de
MSTFA y 0,5 mL de cloroformo y 20 uL de piridina, se tapd y se calenté a 80°C
durante 1 h. Se analizaron, ademas, muestras sin la adiciéon de DPI, en estos casos se
sustituyd dicha disolucién por cloroformo.
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La identificacion se llevd a cabo por comparacion de los espectros obtenidos con los
de la biblioteca Wiley-275 y con los de los patrones comerciales disponibles. También
se compararon las retenciones relativas obtenidas para los analitos de interés al
emplear al colestano como patrén interno (PI), con las obtenidas para los patrones
comerciales. La determinacion del porcentaje relativo se basé en el método del PI (n
= 3),>9 previo célculo de los factores masicos de respuesta relativa con la DRE y la
DPI.

RESULTADOS

La FI fue un soélido de color amarillo claro con olor caracteristico y constituyé como
promedio un 1,4 % del aceite de R. regia. El analisis cromatografico de esta, mostrd
un 66,1 % de estructuras relacionadas con esteroles, lo que representa a su vez un
0,14 % del aceite.

En la figura 1 se muestra un cromatograma representativo de las FI individuales
obtenidas, las cuales estuvieron constituidas por 10 compuestos con estructuras
correspondientes a esteroles. De ellos, los mayoritarios fueron: B-sitosterol,
estigmasterol, campesterol, 24-metilen-cicloartanol, A5-avenasterol y cicloartanol
(tabla 1). Otros esteroles encontrados en menor proporcién fueron: cicloartenol, B-
sitosterol y colesterol, ademas de otro cuya estructura no pudo ser identificada con
exactitud. Por su parte, la figura 2, muestra la similitud entre los espectros de masas
del y-sitosterol hallado en la FI y el espectro presente en la biblioteca Wiley, como
ejemplo de las identificaciones realizadas de estos compuestos. Dichas
identificaciones fueron corroboradas ademas, por comparacion con las retenciones
relativas de los patrones comerciales.
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Fig. 1. Perfil cromatografico por CG-EM de |3 fraccion insaponificable del aceite de &, regia,
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Tabla 1. Composicion normalizada al 100 % de la mezcla de esteroles detectados en la fraccidn
inzaponificable del aceite de &, regia.

. . Y

Esterol tr {min} | 190109 010409 | Media (9% DE (%)
colesterol 15,23 0,8 0,5 0,6 0,21 32,5
campesterol 16,05 Q.5 2,9 9,2 0,39 4,2
estigmasterol 16,27 Q9,1 10,2 2,6 0,81 2,4

w— Sitosterol 16,58 0,5 0,5 0,5 0,0z 4,4
f-Sitosteral 16,72 50,0 52,4 51,2 1,66 3,3
&-Gavenasterol 16,82 Q,z a,7 2,9 0,24 2,8
esterol (NI} 17,01 2,0 2,1 2.5 0,78 30,6
cicloartenaol 17,13 0,7 0,8 0,7 0,10 13,0
cicloartanol 17,22 2,3 6,7 7,5 1,10 14,7
24-metilen-cicloartanol 17,71 10,2 2,2 9,2 1,45 15,7
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Fig. 2. Comparacidn del espectro de masas correspondiente al B-sistostercl presente en la FI del

aceite de R, regiz (tr-16,72 min, lote 190109) con el de la biblioteca Wiley del equipo de CG-EM.

DISCUSION

Teniendo en cuenta las propiedades farmacoldgicas y nutricionales de los esteroles, y
que estos no habian sido determinados en el aceite de R. regia, se decidi6 estudiar el
contenido de dichos compuestos en la FI del aceite extraido de los frutos de esta
planta. Para ello nos basamos en las experiencias anteriores del estudio de la FI del
D004.° De manera similar, se empled colestano como patrén interno, por ser uno de
los mas utilizados en la determinacién de esteroles en aceites vegetales.>'° Ademas,
se formaron derivados TMS, debido a su facil preparacion, su estabilidad térmica, y
gue mejoran la sensibilidad de la deteccidon y el analisis cromatografico de forma
general.>910
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Como se puede apreciar en la tabla 1 y la figura 1, el B-sitosterol fue el componente
mayoritario de la mezcla de esteroles identificada, seguido de estigmasterol,
campesterol, 24-metilen-cicloartanol, A5-avenasterol y cicloartanol. Se observa,
ademas, en la tabla, una apreciable variabilidad de los contenidos de esteroles entre
los lotes estudiados, lo cual pudiera deberse a diferencias en las condiciones
climaticas, la época de recoleccion, asi como a las variaciones intrinsecas de los
métodos de preparacién y andlisis empleados.®!° Tanto los contenidos como los
esteroles encontrados, coinciden de manera general con lo determinado en extractos
lipidicos de otras palmas.>013

En resumen, se identificaron y se cuantificaron mediante CG-EM, por el método del
patrén interno, los principales esteroles que forman parte de la fraccion
insaponificable del aceite obtenido de los frutos de R. regia, entre los que predominan
el &-sitosterol, estigmasterol, campesterol, 24-metilen-cicloartanol, A5-avenasterol y
cicloartenol.
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