PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

Método de extraccion de policosanoles y su aplicacion como

agentes hipocolesterolémicos

Monografia previa la obtencion del titulo de Licenciada en

Ciencias Quimicas con especialidad en Quimica Analitica

ANDREA CRISTINA CHICANGO ORQUERA

Quito, 2016



CERTIFICACION

Certifico que la Monografia de Licenciatura en Ciencias Quimicas con mencion en
Quimica Analitica de la Sra. Andrea Cristina Chicango Orquera, ha sido concluida
de conformidad con las normas establecidas; por lo tanto, puede ser presentada

para la calificacion correspondiente.

Mtr. Maria Fernanda Pilaguinga Flores

Directora de la Monografia

Quito, 10 de mayo del 2016



TABLA DE CONTENIDOS

RESUMEN ..o e e e e e e e e e e e e et e e eaaas 1
A B S T R A T e e 3
INTRODUCCION ...c.oviiiieiiieiesesieie ittt sttt st ese st ene et seesenesnenas 4
1. POLICOSANOLES ..ottt e e e e e e e e e e e e e 6
1.1. COMPOSICION QUIMICA ......ociiiiiiiiieiiiieieee et 6
1.2, ANTECEDENTES. ... .ttt ettt e e e e e e 6
2. FUENTES DE EXTRACCION .....oiiiiiiieeeee ettt 7
2.1. OBTENCION DE CERA A PARTIR DE CANA DE AZUCAR ......cccccc....... 7
2.1.1.Caf@ AE AZUCAT ......cvvuuiiieee e e e e e e e e e e e 8
2.1.2.Proceso para la obtencion de bagazo y cachaza .............cocccuvvveeeeeeeeennnns 8
2.1.3. Extraccion de cera a partir del bagazo ..........ccccooeeeviiiiiiiiiii, 10
2.1.4. Extraccion de cera a partir de la cachaza. ..............cccoovvviiiiiiiiiiiceeiiinn, 10
3. REFINACION DE LA CERA ..o 13
4. OBTENCION DE POLICOSANOLES .......ccoeiieiieeieieeeceee e 14
4.1. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR
................................................................................................ 14

4.1.1. Extraccion liquido—liqUido...........coooviiiiiiiiiiiie e 14
4.2. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE LA CERA DE LA CANA
DE AZUCAR ......otitiiiietiiteiee ettt 15
4.2.1.SapPONIfICACION .....ovviiiiiie e ———— 15
4.2.2.Saponificacion con fluidos supercriticos (FSC) .......oooovvieiiieiieeeeeeeiiiinn. 16
4.3. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE SEMILLAS DE LINAZA
................................................................................................ 17

4.4. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE SEMILLA DE
AJONJIOLIY PERILLA ...t 17

4.5. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE TRIGO .................. 18
4.5.1. Extraccion de cadena larga de lipidos por solventes..........ccccccvvvveeeennnen. 18
5. DETERMINACION DE POLICOSANOLES ......c.ccooeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
5.1. CROMATOGRAFIA DE GASES (CG-MS) ....ccviieieeieeieceeeeeee e, 19
6. APLICACION DE LOS POLICOSANOLES COMO AGENTES
HIPOCOLESTEROLEMICOS.......ccuoiiiiieieiesieeeie e 21

6.1. ESTUDIOS CLINICOS ....coviieieeeeeeeeeeeeee et 21
6.1.1. EStUdIOS €N FOEAOIES ... .. i e ettt e e 21
6.1.2. EStudios €N Seres NUMAaNO0S ..........coiiieeeiiiiiiiiiie e e e e 22

B.0.3. BENETICIOS ... e 23



B.1.4. RIESHOS. ... i 24
CONCLUSIONES. ...ttt e e et e e e e e e e e enaans 26
RECOMENDACIONES ... .ot eeee e e eees 26
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooviiieeeeeeeeeeeee e, 28
FIGUR S e e e et e e e et e e e e e e e e e eee 38

ANEXOS L. 50



W

LISTADO DE FIGURAS

Figura 1. Estructura quimica de los componentes de
POIICOSANOIES. .. ... e 38

Figura 2. Composicion quimica de la cera vegetal extraida de la cafia de azlcar

.......................................................................................................... 38
Figura 3. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de azlcar
FEFINAAA. . ..o 39
Figura 4. Composicion quimica del bagazode cana.................ccoooeeiiiiiiinnnn, 39
Figura 5. Composicion quimicade lacachaza.............cccoooiiiiiiiiiiiiiinen. 40

Figura 6. Esquema descriptivo general del proceso de extraccién de cera a partir
del bagazo de la cana de
= 74 U o | O 41

Figura 7. Esquema descriptivo de un tanque de vidrio con agitacion tipo batch......42
Figura 8. Esquema descriptivo de una torre de platos perforados...................... 43
Figura 9. Esquema descriptivo de un equipo SOXtEC.........cceiiviiiiiiiiiieen 43

Figura 10. Composicibn de la cera de cafia refinada mediante el uso de
= (7= (o] - T 44

Figura 11. Esquema descriptivo del proceso de obtencién de policosanoles a partir
de la cafia de azucar por extraccion liquido-liquido..............ccooiiiiiiiiiiiiiiin, 45

Figura 12. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de policosanoles de la
cera refinada por saponificacion.............cccooiiii i, 46

Figura 13. Diagrama del reactor de saponificacion...............c.coveiiiiiiniieiiinnnn. 46

Figura 14. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de policosanoles de la
cera refinada mediante saponificacion 'y  extraccion con  fluidos
S0 01T o (T 1= 47

Figura 15. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de policosanoles del
germen, paja y salvado de trigo por extraccion acelerada con solventes.............. 48

Figura 16. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de policosanoles del
SOrgo de trigo POr SOIVENTES. ... 49



Vil

LISTADO DE ANEXOS

Anexo 1. Determinacion de octacosanol por cromatografia de gases acoplado a



RESUMEN

El presente trabajo consiste en una revision bibliografica sobre los métodos de
extraccion de policosanoles y su aplicacion como agentes hipocolesterolémicos.
Los policosanoles se emplean en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, por su accién en el aumento de las lipoproteinas de alta densidad
(HLD, por sus siglas en inglés), ademas de ser un agente antiagregante plaquetario
es beneficioso contra de la hipercolesterolemia. Desde 1991, el Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas de Cuba, inicia estudios sobre los policosanoles y los
diferentes métodos de extraccion a partir del bagazo y cachaza de la cafia de
azucar, obteniéndose la cera. Los métodos de obtencion a nivel de laboratorio son
a partir de la semilla de ajonjoli, perilla (conocida como albaca japonesa), linaza y
trigo, por saponificacion con fluidos supercriticos usando CO:2 y otros solventes. El
método de saponificacion de la cera de la cafia de azucar, es el proceso mas util
en la obtencién industrial. Las muestras de policosanoles quimicamente, se pueden
cuantificar por cromatografia de gases y cromatografia de gases — espectrometria
de masas. La evidencia médica de policosanoles sobre la hipercolesterolemia, se
basa en estudios clinicos comparados con otros medicamentos como por ejemplo
Gemfibrozil (Lopit ®). Los policosanoles poseen multiples beneficios en la salud por
ser un producto de origen natural, su DLsp es 3000 mg/kg. Los estudios clinicos
realizados en animales y seres humanos han demostrado su eficiencia al ser
comparados con farmacos similares con efecto hipocolesterolémico mostrando
reduccion del colesterol y mejorando los niveles de enzimas especializadas

relacionadas con el dafio hepético.



Palabras clave: Policosanoles, octacosanaol, extraccion, colesterol,

hipercolesterolemia.



ABSTRACT

This work consists on a literature review of the methods of extraction of
policosanol and its application as hypocholesterolemic agents. The policosanol is
used in the treatment of cardiovascular diseases, by its action on increasing the high
density of lipoprotein (HLD), besides being beneficial against hypercholesterolemia
antiplatelet agent. Since 1991, the National Center for Scientific Research of Cuba,
began research on policosanol and different extraction methods from bagasse and
cachaca sugar cane, yielding wax. The laboratory extraction methods are from
sesame seeds and perilla, flax powder and wheat by saponification with supercritical
fluids using CO2 and other solvents. All this sources provide aliphatic alcohols
constituents policosanol. The saponification method from sugar wax is most useful
process on industries. Policosanol samples can be quantified by gas
chromatography, gas chromatography-mass spectrometry. The action of the
policosanols on hypercholesterolemia is based on medical studies compared to
other medications as Genfibrozil (Lopit ®), being the same. Laboratories to Dalmar
S.A. owns the patent of manufacturing, that’s why all clinical data are based on a
single source. Policosanol has many health benefits for being a natural product, it
LDso is 3000 mg/kg. Clinical studies in animals and humans have shown their
efficiency compared with similar drugs for hypercholesterolemia lowering

cholesterol and improving levels of specialized enzymes related to liver damage.

Keywords: Policosanol, octacosanol, extraction, cholesterol,

hypercholesterolemia.



INTRODUCCION

Los policosanoles son una mezcla de alcoholes alifaticos de alto peso
molecular, entre 24 y 34 atomos de carbono, siendo su principal componente el

octacosanol.

Las primeras investigaciones de obtencion de policosanoles a partir de la cera
de la cafia de azucar se realizaron en Cuba. Se emplea como farmaco bajo el

nombre de Ateromixol/PPG20, patentado por Laboratorios Dalmer S.A.

Los principales beneficios son en el tratamiento del colesterol y de la
hipercolesterolemia, aportando en la disminucion del colesterol total mediante el
aumento de las lipoproteinas de alta densidad (HDL, por su siglas en inglés),
consiguiendo ademas una disminucién de los triglicéridos; sirve como agente

antiagregante plaquetario en el combate de la hipercolesterolemia.

Los efectos secundarios mas caracteristicos en dosis superiores a 3000 mg/kg
gue presenta son: nerviosismo, diarrea, insomnio y aumento de la diuresis. Ademas
los policosanoles interaccionan con medicamentos como levadopa, aspirina,

heparina, clopidogrel, o pentofilia.

Considerando el potencial uso de los policosanoles a nivel clinico, el presente
trabajo muestra una recopilacion sobre composicion gquimica; los métodos de
extraccion de la cera a partir del tallo, bagazo y cachaza de la cafia de azlcar, la
refinacion de la cera y las diferentes técnicas de obtencién de policosanoles a

través de diferentes fuentes (semillas de linaza, ajonjoli, perilla y trigo). Se



describen las diferentes técnicas instrumentales que se emplean para la
cuantificacion y determinacion de policosanoles, entre las que se destacan,
cromatografia de gases con detector de llama ionizante (CG-FID) y cromatografia

de gases con espectrometria de masas (CG-MS).



1. POLICOSANOLES

1.1. COMPOSICION QUIMICA

Los policosanoles son una mezcla de alcoholes alifaticos de gran peso
molecular de origen natural. Las cadenas de alcoholes varian entre 24 y 34
carbonos. Su estructura se compone principalmente de octacosanol (60 — 65 %),
hexacosanol (6 — 7 %), triacontanol (12 %) y en el 15 % se incluyen el eicosanol,
nonacosanol, dotriacontanol, tetratriacontanol y heptacosanol (Nature Foundation,

2002; EBSCO Publishing, 2006), tal como se muestra en la Figura 1.

1.2. ANTECEDENTES

Las p rimeras investigaciones sobre el uso de policosanoles se realizaron en
Cuba en 1991, en el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas de Cuba
(CNIC), el cual dispone de su patente y en la actualidad es la entidad encargada de
su fabricacion. La distribucion del farmaco se da bajo el nombre Ateromixol/PPG-
20 (nombre comercial de los policosanoles) y se produce en Laboratorios Dalmer
S.A. En varios paises, se realizan diferentes investigaciones sobre su uso y
beneficios, los mismos que han ayudado a determinar las dosis recomendadas para
tratar el colesterol y la hipercolesterolemia (Nature Foundation, 2002; Dalmer S.A.,

2016).



2. FUENTES DE EXTRACCION

Las fuentes de extraccion de policosanoles son varias, todas de origen natural.
Se obtiene a patrtir de cafa de azucar, cera de abejas y cera hidrolizada del arroz.
El octacosanol es el principal contribuyente de los policosanoles, se encuentan en
el germen de trigo, los aceites vegetales, alfalfa y diferentes productos (EBSCO

Publishing, 2006; Liu et al., 2008).

2.1. OBTENCION DE CERA A PARTIR DE CANA DE AZUCAR

La extraccidon de la cera se realiza de dos maneras, a partir del bagazo y de la
cachaza. El rendimiento permite recuperar 900 g de cera por cada tonelada de cafia
de azucar. La recuperacion de la cera a partir de la extraccion y refinacion del
producto presente en la cachaza, es menor al indice obtenido de la extraccion de

la cera de cafia de azUcar presente en el bagazo (Spencer et al., 1997).

La cera procedente de la cafla de azucar se puede definir como una
combinacion quimica de varios metabolitos que se muestran en la Figura 2 (Revelo,

2011).

En la cachaza se ha estudiado ampliamente metodologias eficientes para la
extraccidon y purificacibn de mezclas de cera microcristalina, alcoholes alifaticos

primarios de alto peso molecular, fitoesteroles y acidos grasos (Avila, et al., 2007).



2.1.1. Cafia de azucar

La cafia de azlcar (Saccharum officinarum) es una graminea de tallo lefioso. La
cafia de azucar alcanza entre 3 a 6 metros de altura con un didmetro de 2 a 5 cm.
El tallo de la planta de cafia de azucar incluye una corteza exterior que es una
sustancia fibrosa dura, como madera. La corteza rodea un nucleo central de la
médula, que lleva casi todo el jugo de azlcar. (Bourzutschky et al,. 1985; EcuRed,
2016; San Carlos, 2016).

Los compuestos bioldgicos de la cafia y sus propiedades, han tomado un creciente
interés en la sustitucion de los alimentos antioxidantes sintéticos por naturales,
fomentado la investigacion de nuevos antioxidantes, necesarios para evitar el
deterioro celular y proveer propiedades anticarcinogenicas, antimutagénicas, anti
alergénicas y la actividad anti-edad. Dentro de la identificacion de los compuestos
gue actuan, se evaluo las cantidades de flavonoides (apigenina, tricinluteolina y
derivados) y fenilpropanoides (acidos caféico, clorogénico y cumérico) de los tallos

de cafia de azucar, jugo crudo, jarabe, melaza y azucar. (Revelo, 2011).

2.1.2. Proceso parala obtencion de bagazo y cachaza

El proceso de produccion de azucar refinada consta de varias etapas: cosecha,
preparacion de la cafa, extraccion/molienda, clarificacion, evaporacion,
cristalizacion, centrifugacion, secado, envase y almacenamiento (Ingenio

Azucarero del Norte, 2016; San Carlos, 2016), tal como se observa en la Figura 3.

En este estudio nos concentraremos en los procesos de extraccion/molienda y
purificacion, procesos que dan como sub productos el bagazo y la cachaza

respectivamente.



Obtencion del bagazo:

El bagazo se obtiene del proceso de extraccion, el cual consta de dos
etapas: la fragmentacion y la extraccion. La cafia es fragmentada con el
uso de picadoras, la cafia fragmentada ingresa al juego de molinos para
extraer el jugo crudo, los jugos mixtos y el bagazo es el residuo lefioso
de la cafia de azlcar con alto contenido de fibra (Ingenio Azucarero del
Norte, 2016; San Carlos, 2016). La composicién quimica del bagazo se

describe en la Figura 4.

Obtencion de la cachaza:

La purificacién, consiste en separar la tierra, arena y demas impurezas
sélidas presentes en el jugo, mediante la sedimentacion. Este proceso se
realiza a una temperatura inferior a 110 °C, evitando asi que se destruya
la molécula de sacarosa. Posteriormente, luego del calentamiento del
jugo, se agrega un floculante polimérico de alto peso molecular facilitando
asi la sedimentacion, el jugo limpio sale del clarificador por la parte
superior y en el fondo sedimentan las impurezas, mismas que son
filtradas. Se obtiene un residuo soélido en forma de pasta que se conoce
como cachaza (Ingenio Azucarero del Norte, 2016; San Carlos, 2016). La

composicion quimica de la cachaza se describe en la Figura 5.
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2.1.3. Extraccion de cera a partir del bagazo

Por explosion de vapor

La aplicacion del proceso de explosion de vapor se realiza en un extractor
de aceites modificado que funciona como un reactor de vapor a alta
presion y cuenta con un escape de vapor condensado para controlar la
presion. El tiempo y presion de explosion de vapor varian en funcién de
las diferentes condiciones de operacion mostradas en la Figura 6. La cera
cruda es analizada mediante una balanza de humedad para determinar
el nivel de agua ganada debido a la inyeccién de vapor directo (Revelo,

2011).

Por el uso de solventes

Es un método basado en el principio del proceso Merz, consiste en la
combinaciones de varios solventes como hexano, heptano y agua en
diferentes proporciones, obteniéndose de este proceso la cera cruda

(Revelo, 2011).

2.1.4. Extraccion de cera a partir de la cachaza.

Método Merz

Los parametros que se consideran para esta extraccion son: la eleccion
del equipo, seleccion del solvente y relacion cachaza-solvente. En la
eleccion del equipo se realiza entre un tanque de vidrio con agitacion tipo
batch como se observa en la Figura 7, o un equipo Soxhlet. Se utilizan

solventes orgénicos no polares tales como: heptano (99.97 %), hexano
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(99,99 %) y una mezcla heptano-tolueno en proporcion 1:2. Al establecer
la relacion 6ptima cachaza-solvente, se obtiene el maximo rendimiento
de extraccion (gramo cera/gramo cachaza seca). Para ello se mantiene
constante el volumen de solvente, variando la cantidad de cachaza

colocada en el equipo de extraccion (Revelo, 2011).

Método Sweenson

En 1940 Sweenson patentd un nuevo proceso que consistia en extraer
la cera cruda contenida en la cachaza humeda utilizando una columna
de platos perforados tal como se muestra en la Figura 8. El solvente
utilizado es el heptano y se bombea por el fondo de la columna a 105 °C
y mediante la transferencia de masa, se obtiene una mezcla cera-
heptano. El heptano se elimina de la mezcla mediante un evaporador, el
mismo que se recircula a la columna (Red de Revistas Cientificas de

América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal, 1980).

Extraccion por percolacién

En 1995, Wohlfahrt presentd un procedimiento para extraer cera a partir
de la cachaza seca, por medio de un extractor de percolacién con
solvente alifaticos como hexano y heptano, a temperaturas menores a la
de ebullicion del solvente (relacion 1:5 entre cachaza-solvente). Las
fracciones de cera se precipitan mediante el enfriamiento escalonado del

extracto (Wohlfahrt y Sachse, 1995).
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Extraccion Soxhlet

El proceso con el equipo Soxhlet permite introducir el disolvente en el
balon y colocarlo posteriormente en un bafio termostético, lo que permite
que el disolvente se caliente hasta su temperatura de ebullicion. El balon
se conecta al dispositivo de extraccion que contiene un dedal de celulosa
donde es colocada la cachaza de la cafia de azucar. Una vez alcanzada
la temperatura de ebullicién, los vapores del solvente producidos
ascienden por el conducto y pasan al estado liquido en el condensador
ubicado en la parte superior del equipo. El solvente gotea en la muestra
extrayendo la cera de la cafia de azlucar, mismo que a través de un sifén
regresa con el soluto al balén, concentrando el mismo al repetirse varios

ciclos de este proceso (Garcia et al., 2003).

Extraccion Soxtec

La unidad de extraccion Soxtec (Figura 9), esta constituido por el
extractor y un sistema de recirculacion del aceite térmico. Es un sistema
completamente automatizado con el manejo seguro y rapido de una
extraccion de materia soluble de un amplio rango de matrices, se lleva a
cabo cuatro etapas de extraccion: ebullicion, enjuague, recuperacion del

solvente y apagado automatico (FOSS, 2016).
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3. REFINACION DE LA CERA

El Unico solvente con el que se ha experimentado para la refinacion de la cera
de la cafia de azucar es la acetona, obteniendo resultados aceptables en relacion
a su consistencia y facilidad en la eliminacion de impurezas (Garcia et al., 1997;

Garcia et al., 2003).

La cera cruda se mezcla durante una hora a 25 °C en un tanque con el solvente,
esta operacion permite eliminar la fraccidbn aceitosa de la cera. Seguido, la
suspension formada se separa con un filtro reteniéndose la cera sélida. En cuanto
a los aceites mezclados con la acetona se separan nuevamente con un evaporador.
La cera libre de impurezas se alimenta a un segundo tanque de mezclado, que
opera a 90 °C y 3 atm de presion, durante 2 horas. En esta parte del proceso la
cera se solubiliza en acetona. La mezcla pasa a través de un decantador donde la
resina se deposita en el fondo y la cera queda en solucién. Finalmente, la solucion
se bombea a un evaporador con el objeto de separar la cera contenida en la
acetona. Los productos de esta etapa son: aceite, resina y cera refinada (Garcia et

al., 2003). La composicion quimica de la cera refinada se describe en la Figura 10.
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4. OBTENCION DE POLICOSANOLES

4.1. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE LA CANA DE AZUCAR

4.1.1. Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido—liquido es una técnica de separacion, de un soluto entre
dos fases mutuamente inmiscibles. Aunque se pueden emplear dos o0 mas
disolventes organicos inmiscibles, generalmente una fase es acuosa y otra
organica. La fase acuosa suele ser la que contiene el soluto o mezcla de solutos a
separar, asi como acidos, sales inorganicas, en ciertos casos, alguna sustancia
organica. Para lograr buenos resultados en el proceso, es necesario conocer el tipo
de muestra y el tratamiento previo al que ha sido sometida. El pH de la fase acuosa
también es de gran importancia ya que, en muchos casos, de él depende que el
soluto a separar se encuentre en forma adecuada, para que se transfiera a la fase
organica. La fase organica es la que permite la separacion de los solutos, mediante

el contacto directo con la fase acuosa (Valcarce y Gémez, 1988).

En este proceso (Figura 11), se mezcla la cafia de aztcar molida con NaOH en
metanol, por reflujo durante 30 minutos. Después se enfria, se filtra por vacio y se
afiade agua destilada. La solucion es extraida tres veces con éter dietilico en
volimenes iguales. Las tres fases de extraccion de éter dietilico son combinadas y
lavadas con agua destilada hasta llegar a pH 7. El extracto organico es evaporado
con nitrégeno y se elimina la humedad con sulfato de sodio anhidro almacenado a
4 °C durante 12 horas. El residuo es transferido a un frasco volumétrico y se afiade

cloroformo y MSTFA (n—metil-n-(trimetilsilil) trifluoruroacetamida). La solucion se
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calienta a 60 °C por 15 a 20 minutos para derivatizacion. Finalmente, se obtiene los

policosanoles (Asikin, 2008; Irmak et al., 2005).

4.2. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE LA CERA DE LA

CANA DE AZUCAR

4.2.1. Saponificacion

Las grasas y los aceites son ésteres de acidos organicos monocarboxilicos y
glicerina, pueden ser hidrolizados por acidos o por alcalis acuoso. La saponificacion
de una grasa produce sales solubles de acidos grasos y glicerina soluble. Las ceras
son ésteres de acidos alifaticos de cadena larga de mono alcoholes alifaticos de
cadena larga, por lo que la hidrdlisis alcalina produce jabon soluble (Smith y Cristol,

1972). Proceso de extraccion descrito en la Figura 12.

Una vez obtenida la cera refinada, casi el 50 % se destina como producto final
y el 50 % restante se utiliza para obtener policosanoles. Los policosanoles se
obtienen mediante una reaccién de saponificacibn que se lleva a cabo en un

reactor, tal como se describe en la Figura 13 (Garcia et al., 2003).

El tiempo de reaccion es de alrededor de 2 horas y a una temperatura de 70 °C.
Al final de la reaccion la mezcla, es purificada utilizando filtros a presion reducida,
separando los acidos grasos a partir de los alcoholes de alto peso molecular hasta

obtener los policosanoles (Garcia et al., 2003).
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Mediante la siguiente reaccion de saponificacion, se obtienen los alcoholes

alifaticos de la cera saponificada (Avila, et al., 2007):

) (q]
[ ~ HaOH I

CH3(CHpnC—O(CHyYmCH; ~ ——» CHa(CHpmC—ONa* +  CH(CH)mOH
cera sal del deide graso alcohol

4.2.2. Saponificacion con fluidos supercriticos (FSC)

Un fluido supercritico (FSC) es un gas que se ha calentado por sobre su
temperatura critica, mientras que simultaneamente se ha comprimido a una presion
mayor gue su presion critica. Es empleado como un agente extractor debido a que
posee densidades similares a las de los liquidos, y por tanto posee propiedades
similares a un disolvente, con una viscosidad mucho menor. Las extracciones con
fluidos supercriticos son tan completas como las llevadas a cabo con disolventes
liquidos, debido a que ambos presentan similares caracteristicas solvatantes, mas
rapidas y eficientes, ya que su baja viscosidad favorece los fendmenos de
transferencia de masa (transporte de los analitos) y la penetrabilidad en los poros
de la matriz de la muestra. A temperatura constante, la densidad de un fluido
supercritico aumenta notablemente con la presion, mientras que a presion
constante, la densidad disminuye al aumentar la temperatura (Luque et al,. 1993;

Valverde, 2015).

La Figura 14 muestra el proceso de extraccion, la cera refinada se agita con
KOH y etanol durante 2 horas, el material ceroso liquido se enfria hasta los 25 °C

en un molde plano obteniendo una pelicula. Como fluido supercritico se utiliza
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didxido de carbono (CO2) comprimido a 300-350 bar. La pelicula proveniente de la
saponificacion se pone en contacto con el CO2 previamente despresurizado, hasta
alcanzar una temperatura de 0 °C por un tiempo de dos horas. Del proceso se
obtienen dos muestras, un polvo blanco rico en policosanoles y una fraccion
amarilla muy soluble de la cual no se obtiene ningun beneficio (de Lucas et al.,

2007).

4.3. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE SEMILLAS DE LINAZA

Las semillas de linaza se trituran para obtener un polvo fino, el polvo fino se
introduce en un extractor Soxtec con hexano por 6 horas. Para el proceso con
fluidos supercriticos el equipo debe operar a una temperatura de 60 °C y una
presion de 5,52 x 107 Pa. Se introduce la muestra en los viales de acero inoxidable,
y se combina con CO2 al 99,99 % de pureza, la adicion del gas debe ser de
1 mL/min durante 1 hora. Los extractos se recogen a una temperatura de 25 °C

(Morrison, et al., 2006).

4.4. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE SEMILLA DE

AJONJOLI Y PERILLA

Las semillas de ajonjoli y perilla (la planta de perilla también conocida como
albaca japonesa) son lavadas con agua y puestas en una toalla absorbente. Las
semillas no maduras son removidas a mano. Las semillas restantes son secadas a
temperatura ambiente por 24 horas. Las semillas se trituran y se someten a reflujo

con hexano por 30 minutos en un matraz de fondo redondo a 70 °C. La mezcla
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caliente es filtrada para remover las impurezas y son almacenadas a 18 °C por

8 horas para precipitar los materiales de cera (Adhikari, et al., 2006).

4.5. OBTENCION DE POLICOSANOLES A PARTIR DE TRIGO

Los policosanoles pueden encontrarse en el germen, paja, salvado y sorgo del

trigo.

La muestra se tritura y se introduce a la unidad de extraccion de solvente
acelerada. Las extracciones de las muestras se realizan utilizando cuatro solventes
diferentes: n-hexano, etanol, éter de petréleo y cloroformo; a cinco diferentes
temperaturas: 80, 90, 100, 110 y 125 °C; en celdas de extraccion. La presion de
extraccidon es de 1500 psi, muestra es extraida tres veces (tres ciclos de extraccion)
por un tiempo de 15 minutos por ciclo. El solvente es evaporado desde las mezclas
de extracto/solvente a 40 °C bajo vacio usando un evaporador rapido hasta que se
haya alcanzado un peso constante, obteniendo los policosanoles (Dunford, et al.,

2010), tal como se describe en la Figura 15.

4.5.1. Extraccion de cadena larga de lipidos por solventes

Los granos enteros de sorgo de trigo son lavados con agua y secados a 45 °C
por 24 horas. El grano de sorgo es sometido a reflujo con hexano o etanol por
30 minutos. La mezcla es filtrada. El filtrado es colocado en refrigeracion a -18 °C
por al menos 8 horas. La mezcla fria se filtra al vacio, el precipitado se colecta como
cadenas largas de lipidos (Hwang, et al., 2004), tal como se describe en la

Figura 16.
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5. DETERMINACION DE POLICOSANOLES

Para la cuantificacion de policosanoles se utilizan diferentes técnicas que se

describen a continuacion:

5.1. CROMATOGRAFIA DE GASES (CG-MS)

La cromatografia es una técnica de separacion en la que los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases, una fase mévil y una fase estacionaria. El
proceso cromatografico es el resultado de repetidas etapas de sorcion—desorcion
durante el movimiento de los componentes de la mezcla, arrastrados por la fase
movil a lo largo de la fase estacionaria (elucion), produciéndose la separacion
debido a las diferencias en las constantes de distribucién de los componentes. A la
distribucion final de los componentes en funcién de su posicién sobre la fase
estacionaria, o del tiempo en que eluyen se denomina cromatograma. Las técnicas
cromatograficas pueden clasificarse en funcion del mecanismo de separacion de
los componentes entre las fases, o bien por la forma de operar del sistema (Museo

Nacional Ciencias Naturales, 2016).

Los policosanoles pueden cuantificarse por cromatografia de gases usando un
detector de ionizacion de llama (FID). Este detector es selectivo para los
compuestos que presentan enlaces C-H (Museo Nacional Ciencias Naturales,

2016).

La espectrometria de masas es una técnica analitica que se basa en la

separacién de particulas moleculares o atdbmicas por su diferente masa. El proceso



20

comprende de cuatro etapas que son ionizacion de la muestra, aceleracion de los
iones por un campo eléctrico, dispersion de los iones segun su masa/carga,
deteccion de los iones y produccion de la correspondiente sefal eléctrica. El
espectro de masas de cada compuesto es unico y puede ser usado como “huella

quimica” (Paya, 2006).

El detalle del analisis cuantitativo de octocosanol por cromatografia de gases
acoplado a masas, se incluye con el Anexo 1. A través de ésta técnica el método
propuesto tiene un rendimiento del 86% y permite determinar los policosanoles de
C22, C24, C26, C28 y Cs3, usando para la extraccion hexano:metanol (20:1 v/v) por

una extraccién sdlido liquido.
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6. APLICACION DE LOS POLICOSANOLES COMO AGENTES
HIPOCOLESTEROLEMICOS

6.1. ESTUDIOS CLINICOS

6.1.1. Estudios en roedores

De acuerdo a Aruzazabala y colaboradores se realizaron estudios en ratas
sprague dawley administrdndoles una dosis diaria de 10 mg/kg de policosanoles
esterificados con acido butirico (BAEP), y de 164 mg/kg de policosanoles
esterificados con acido oleico (OAEP). La absorcion de los policosanoles se evalu6
entre 0 a 3 horas después de la ingestion por medio del plasma. En cuanto a la
evaluacion del colesterol total (CT), lipoproteinas de baja densidad (LDL),
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y triglicéridos en el plasmay en la fosforilacion
del higado. Se obtuvo como resultado una mayor absorcién de los policosanoles
en las ratas tratadas con los policosanoles esterificados con acido oleico, asi como
la reduccién del colesterol plasmatico total y las LDL, aumentando de esta manera
de 5.6 veces sobre los valores control en el contenido hepatico de las enzimas
HMG-CoA reductasa. Finalmente se puede decir que la esterificacion de los
policosanoles con acido oleico aumenté la biodisponibilidad de los policosanoles, y

mejoro el perfil de lipidos séricos en ratas. (Arruzazabala et al., 1993)

En cuanto al efecto de los policosanoles sobre el metabolismo de los lipidos, se
ha demostrado que este medicamento produce una reduccion de la concentracion
de tromboxano asociado a una disminucion de la agregacion plaguetaria en ratas.

(Arruzazabala et al., 1993)
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6.1.2. Estudios en seres humanos

Fernandez y su grupo investigaron sobre la eficacia y tolerabilidad del
tratamiento con policosanoles en 1497 ancianos de ambos sexos con
hipercolesterolemia tipo Il. Los estudios fueron aleatorios con grupos paralelos que
recibieron policosanoles con su rango posologico (5-20 mg/d) versus un placebo
(simvastatina 10 mg/d, pravastatina 10 mg/d, fluvastatina 20 mg/d, atorvastatina
10 mg/d). La eficacia del policosanol se caracterizé por el descenso significativo de
los niveles de colesterol total transportado por lipoproteinas de baja densidad (LDL),
colesterol total (CT), conjuntamente con incrementos significativos del colesterol
transportado por lipoproteinas de alta densidad (HDL), mientras que los efectos
sobre los triglicéridos fueron modestos. La eficacia de los policosanoles mostré
relacion con la dosis y el tiempo de tratamiento, y resulto similar a las obtenidas con
las estatinas, excepto en el caso de la atorvastatina, la cual redujo los niveles de
LDL y CT mas efectivamente que los policosanoles. Los policosanoles resultaron
ser muy seguros y bien tolerados para el tratamiento de la hipercolesterolemia

(Fernandez et al., 1993).

En otro trabajo realizado por Figuera, se sometié a cuarenta y nueve pacientes
con hipercolesterolemia tipo Il a un estudio prospectivo y comparativo para evaluar
el efecto terapéutico y la tolerabilidad de 10 mg de policosanoles y Simvastatina.
Previo al tratamiento, los pacientes se rigieron a una dieta estandar para reduccion
de colesterol durante 4 semanas. Ambos productos redujeron los niveles de
colesterol total (Simvastatina 20 % y Policosanoles 21 %), el LDL (Simvastatina 24
% y Policosanoles 30 %). Los niveles de triglicéridos se disminuyeron en un 24 %

en el grupo que recibié Simvastatina y 10 % en el grupo que recibi6 policosanoles.
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En ambos grupos se observé una elevacion de los niveles de HDL, sin alcanzar
significacion estadistica. Ambas drogas fueron bien toleradas, ningan paciente salié
del estudio a causa de efectos adversos, se observo una tendencia en el grupo que
recibié policosanoles a mejorar los niveles indices aterogénicos (Figuera et al.,

2001).

6.1.3. Beneficios

Los policosanoles poseen un efecto primordial en disminuir la concentraciéon de
colesterol total, fundamentalmente a expensas de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Aumenta moderadamente la concentracion de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL), aportando un efecto discreto sobre los triglicéridos, y sélo en

algunos estudios ha resultado significativo (Castafio et al., 1991).

Ensayos clinicos indican que los policosanoles no so6lo actian con el colesterol
circulante, sino el localizado en algunos tejidos. Limita el desarrollo de las células
del sistema inmunoldgico, disminuyendo la cantidad de células endoteliales

circulantes (Noa et al., 1996).

Los policosanoles tienen accidbn como antiagregante plaquetario. El estudio
comprobd que en personas sanas, a partir de la acumulacion de lipidos en la pared
arterial se produce cambios de forma lenta determinando la lesion aterosclerdtica
(Scazziota et al., 1996).

Estudios en hipercolesterolemia asociada a diabetes mellitus garantizan que el
tratamiento con policosanoles resulta eficiente y no interfiere con el control

glicémico (Torres et al., 1996); para pacientes con hipercolesterolemia del tipo II,
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los policosanoles actiuan sobre la fraccion de lipoproteinas de baja densidad

reduciendo entre un 20 y 25 % (Morgado, 2012).

6.1.4. Riesgos

Teniendo en cuenta que el octacosanol es el principal constituyente de los
policosanoles, se hace referencia a los efectos negativos que éste podria provocar

en pacientes.

La dosis letal media del octacosanol es extremadamente alta (1800 mg/kg) y en
forma de sal es 3000 mg/kg. La dosis por dia es de 5-10 mg en adultos, los efectos

de accién se evidencian de 6-8 semanas (Del Pilar, 2016).

Los efectos adversos en una fraccion de los pacientes tratados, fueron pérdida

de peso y reaccion antiplaquetaria en la sangre (Castafio et al., 1991).

La mayor parte de las pruebas realizadas en adultos mayores, reportan efectos
adversos sobre la funcion sexual, actividad muscular, funciéon gastrointestinal y
otros que puedan influir negativamente en el proceso de envejecimiento, al igual

gue las alteraciones patolégicas propias (Zardoya et al., 1995).

En un estudio realizado a 27879 pacientes, por un lapso de 2 afios, se obtuvo
como resultado que los efectos secundarios alcanzaron un 0,31 %, al superar la
dosis maxima de octacosanol (20 mg/dia). Los efectos secundarios que se
observaron fueron: nerviosismo, dolor de cabeza, diarrea, insomnio, pérdida de

peso, aumento de diuresis (Del Pilar, 2016).



25

El octacosanol presenta contraindicaciones en el tratamiento de la
hipercolesterolemia, ya que no es recomendable su ingesta si las personas
presentan problemas de coagulacion. Ademas las personas que se han sometido

a cirugias o parto, no se les recomienda su consumo (Del Pilar, 2016).
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CONCLUSIONES

El método mas adecuado para de extraccion de la cera de la cafia de azucar es
el proceso Merz o extraccion por solventes, a pesar de ser el mas antiguo, es el
mas empleado a nivel industrial por la cantidad de cachaza que se puede procesar
en un mismo ciclo. Los métodos modernos como extraccion por Soxhlet y Soxtec,

son mas eficaces pero su uso a nivel de laboratorio los convierte en costosos.

El método sugerido para la extraccion de policosanoles a nivel industrial es por
saponificacion, técnica que permite operar grandes cantidades a pesar que su
rendimiento sea del 50%. A nivel laboratorio, se puede concluir que el método mas
utilizado es la extraccién con fluidos supercriticos, debido a su amplio rango de

operacion y selectividad.

De esta revision bibliogréfica, se recomienda la ingesta de policosanoles, en el
tratamiento para la hipercolesterolemia por ser un medicamento de origen natural.
Los estudios clinicos han demostrado que puede mejorar los niveles de colesterol
al mismo nivel que otros medicamentos empleados para el mismo propdsito. De
hecho reduce niveles elevados de enzimas especializadas en determinacion del

dafio hepatico.

RECOMENDACIONES
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Es recomendable realizar mas investigaciones empleando el mismo derivado
de la cafa de azucar, para obtener reproducibilidad con los resultados obtenidos
en Cuba. En el afio 2006 estudios en Alemania concluyeron que los policosanoles
no son efectivos combatiendo el colesterol LDL puesto que no se lograron
reproducir los resultados; esto obligaria a una revision especifica de los
antecedentes clinicos antes de proponer a los policosanoles como una alternativa
de tratamiento. Es importante estudiar detalladamente el mecanismo a través del
cual los policosanoles ejercen su efecto farmacoldgico, debido a que no se ha

establecido el alcohol responsable de su efecto médico.
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FIGURAS
. Peso
Nombre Formu_lq Alcohol Formula Estructural | Molecular
Alifatico
(9)
Octacosanol CH3(CHz2)26CH20H 410.76
Hexacosanol CH3(CH2)24CH20H 382.71
Triacontanol CH3(CHz2)28CH20H 438.81
Eicosanol CH3(CHz)1sCH20H | (" 208.32
Nonacosanol CH3(CH2)27CH20H o 424.79
Dotriacontanol CH3(CH2)30CH20H 466.87
. BT W e T

Tetratriacontanol | CHz(CHz2)32CH20H . | 49492
Heptacosanol | CH3(CHz)25CH20H - 396.73
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Figura 1. Estructura quimica de los componentes de policosanoles (Global
Chemical Network, 2016).

Compuesto Estructura Namero de carbonos
n-alcanos CH3(CH2)xCH3 21 a 35 C — numero impar
Alquil ésteres CH3(CH2)xCOO(CH2)yCH3 34 a 62 C — numero par
Acidos grasos CH3(CH2)xCOOH 16 a 32 C — numero par

(

Alcoholes grasos
(primarios)
Aldehidos
Cetonas
Alcoholes grasos
(secundarios)
B-dicetonas
Triterpendides

CH3(CH2)yCH20H

CH3(CH2)yCHO
CH3(CH2)xCO(CH2)yCH3

CH3(CH2)xCHOH(CH2)yCH3

CH3(CH2)xCOCH2CO(CH2)yCH3

Esteroles, alfa-amirina, beta-amirina, uvaol, eritrodiol

22 a 32 C = numero par
22 a 32 C — numero par
23 a 33 C — ndmero impar

23 a 33 C — ndmero impar

27 a 33 C — numero impar

Acidos triterpendicos Acido ursélico, acido oleandico, entre otros.

Figura 2. Composicion quimica de la cera vegetal extraida de la cafa de
azucar. (Revelo, 2011).
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Figura 3. Esquema descriptivo del proceso de obtencidén de azucar refinada

(San Carlos, 2016).

Compuesto % p/p
Celulosa 23,0400
Pentosa 13,7760
Lignina 6,8640
Ceniza 1,1520
Nitrogeno total 0,5904
Carbono 3,1623
Fésforo disponible 0,0115
Potasio disponible 0,1038
Solidos solubles 2,3000
Humedad 49,0000

Figura 4. Composicion quimica del bagazo de cafa (Taurachand, 2005).



Compuesto % p/p
Nitrégeno 1,8300
P20s5 3,6900
K20 0,7600
Ca 7,8000
MgO 0,9900
B203 0,0128
Cu 0,0056
Fe 0,3810
Mn 0,0208
Zn 0,0172
Humedad 84,4927
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Figura 5. Composiciéon quimica de la cachaza (Cifuentes, de Lebn y Porres.,

2011).
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‘Material Biologico:-..» | Bagazodecana |
. Seleccién L. | Tamizado |
_____________________ |
_____________________ [ I
Tratamientos - » |Exp|:::-5’:c':n de v:apl::-r] | Mezcla de solventes|
. " Solventes . » [Heptano] [ Hexano | [Heptano | | Hexano |
. V.100.1 100%
Explosian de vapor a 100 Kpa y 1 min. 100% Solvente / 0% Agua
V.100.5 90%
Explosidn de vapor a 100 Kpa v 5 min. 90% Solvente / 10% Agua
V.100.20 80%
i | Explosion de vapor a 100 Kpa y 20 min. B0% Solvente / 20% Agua
Niveles
........................ VB0 T
Explosidn de vapor a 50 Kpa ¥ 1 min. 70% Solvente [ 30% Agua
V.50.5 60%
Explosion de vapor a 50 Kpa v 5 min. 60% Solvente / 40% Agua
Li V.50.20
Explosion de vapor a 50 Kpa v 20 min,

Figura 6. Esquema descriptivo general del proceso de extraccion de cera a
partir del bagazo de la cafia de azucar (Revelo, 2011).
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Figura 7. Esquemadescriptivo de un tanque de vidrio con agitacién tipo batch
(Alibaba.com, 2016).
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Figura 8. Esquema descriptivo de una torre de platos perforados (Jouney to
Forever, 2016).
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Figura 9. Esquema descriptivo de un equipo Soxtec (FOSS, 2016).



Compuesto % p/p
Esteres 55
Acidos libres 8
Alcoholes 10
Cetonas 25
Hidrocarburos 2
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Figura 10. Composicion de la cera de cafia refinada mediante el uso de

acetona (Garcia et al., 2003).
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Figura 11. Esquema descriptivo del proceso de obtencidn de policosanoles a
partir de la cafla de azucar por extraccion liquido-liquido (Asikin,
2008; Irmak et al., 2005).
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Figura 12. Esquema descriptivo del proceso de obtencién de policosanoles
de la cera refinada por saponificacion (Garcia et al, 2003; Revelo,

2011).
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Figura 13. Diagrama del reactor de saponificacion (Vargas, 2008).
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Figura 14. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de policosanoles
de la cera refinada mediante saponificacion y extraccion con
fluidos supercriticos (De Lucas et al., 2007).
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Figura 15. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de policosanoles

del germen, paja y salvado de trigo por extraccion acelerada con
solventes (Dunford, et al., 2010).
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Figura 16. Esquema descriptivo del proceso de obtencion de del sorgo de
trigo por solventes (Hwang, et al., 2004).
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ANEXO 1

DETERMINACION DE OCTOCOSANOL POR CROMATOGRAFIA DE GASES

ACOPLADO A MASAS



