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RESUMEN

En este trabajo de pasantia empresarial (1 de abril al 31 de julio), se apoyé al laboratorio
LABFARVE en dos proyectos muy importantes. Primero, en la cuantificacion de quercetina en el
extracto de Caléndula Officinalis L. (por ser el extracto de mayor rotacion), mediante la técnica
de analisis instrumental de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en
ingles), fijando la fase movil (polar), con acido fosforico al 0,08% A, y metanol B, un volumen de
inyeccion de 5 pL, un flujo de 1 mL/min, una temperatura de 35°C, y la utilizacion de un gradiente
para la elucion optima del pico de quercetina, donde se obtuvo una concentracion de 5,2180 pg/mL
del marcador en el extracto. Segundo, se realizé un disefio preliminar de un percolador, a traves
del software SolidWorks, realizando la transferencia del proceso actual, que es un proceso estético,
a un proceso dindmico, que podra optimizar el tiempo de extraccion; simulando finalmente, el
funcionamiento de las variables propuestas para este disefio. También, se realizé una rotacion por
las diferentes areas que integran el laboratorio, desarrollando actividades que alli realizan, y
adquiriendo habilidades y destrezas relacionadas con la organizacion y funcionamiento de los
laboratorios de farmacologia, aplicando y complementando los conocimientos adquiridos durante
la formacion académica.

PALABRAS CLAVE: Industria Farmacéutica, Caléndula Officinalis L., Disefio, HPLC.

ABSTRACT

In this business internship work (April 1 to July 31), LABFARVE laboratory was supported in two
very important projects. First, in the quantification of quercetin in the extract of Calendula
Officinalis L. (as it is the extract with the highest rotation), by means of the technique of
instrumental analysis of high performance liquid chromatography (HPLC), setting the phase
mobile (polar), with phosphoric acid 0.08% A, and methanol B, an injection volume of 5 uL, a
flow of 1 mL/min, a temperature of 35 °C, and the use of a gradient for optimal elution of the
quercetin peak, where a concentration of 5,2180 pug/mL of the marker in the extract was obtained.
Second, a preliminary design of a brewer was made, through SolidWorks software, transferring
the current process, which is a static process, to a dynamic process, which can optimize the
extraction time; finally simulating the operation of the proposed variables for this design. Also,
there was a rotation through the different areas that make up the laboratory, developing activities
they perform there, and acquiring skills and skills related to the organization and operation of
pharmacology laboratories, applying and complementing the knowledge acquired during academic
training.

KEY WORKS: Pharmaceutical Industry, Calendula Officinalis L., Design, HPLC.
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Introduccion y Objetivos



INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido utilizadas por miles de afios para el tratamiento de las
diferentes afecciones del cuerpo humano. Con el transcurso de los afios, las plantas
medicinales han ganado una gran importancia en el sector medicinal. Actualmente, se
trabaja en la automatizacion de los procesos de extraccion de los principios activos (quienes
son los que dan la accion terapéutica), para producir las diferentes formas farmacéuticas
conocidas (solidas, liquidas, semisolidas, etc.), y asi ofrecer productos de excelente calidad
que ayuden al tratamiento de las diferentes enfermedades que afectan al organismo (Rawat,
P et al., 2016; Jimenez, N et al., 2015; Caballero, K et al., 2014).

Se reporta que hay alrededor de 250000 especies de plantas medicinales en el mundo, y en
Colombia, se reportan unas 6000 plantas aromaticas y medicinales nativas, de las cuales
Unicamente se ha industrializado aproximadamente el 1% (Leaman. D, et al., 2017; Jaric.
S, etal., 2006; Cragg. G, et al., 1997).

En este trabajo, se integraron los analisis hechos por pasantes anteriores, donde se realizé
un disefio preliminar de un percolador, en funcién de las siguientes variables: agitacion,
que propuso la compafiera Maria Alejandra Villamizar, y una centrifugacion final del
bagazo, que propuso el compafiero Daniel Galeano, para obtener un mayor rendimiento del
proceso, con la adicién de nuevas variables. Temperatura, a través de una chaqueta de
calentamiento con aislamiento térmico para evitar pérdidas de energia, que probablemente
aumente la solubilidad del solvente con respecto a la sustancia activa de interés (que en
este caso se analizé la quercetina), aunque cabe resaltar que para trabajos futuros se deba
analizar la influencia de esta variable con respecto a metabolitos termolabiles, una
recirculacién del liquido, para garantizar la maxima extraccion posible de metabolitos con
este solvente al 36% de alcohol, y una hermeticidad, que me evite perdidas de grado
alcoholico.

JUSTIFICACION

Desde el pasado 6 de abril de 2019 comenzd a regir en Colombia el decreto No. 1156 del
2018 que dicta los lineamientos de autorizacion de comercializacion de productos Fito
terapéuticos, y en el cual se define que las sustancias activas de dichos productos
corresponden a aquellas que tienen una actividad terapéutica definida, es decir a los
extractos, fracciones o compuestos puros obtenidos de las especies vegetales. Estos deben
ser normalizadas en su preparacion a traves de extractos estandarizados, indicando:

v Solvente.

v Método de extraccion.

v Marcadores de identificacion y cuantificacion.



Para lo cual, se debe disponer de métodos analiticos adecuados que los cuantifiquen. En
los casos en que no se puedan identificar las sustancias activas, se puede considerar que
todo el material de la planta medicinal, parte de esta o su preparacion constituye la sustancia
activa. El cual, reitera lo establecido en el decreto N.° 2266 del 15 de julio del 2004, donde
se define también, qué “para el caso de los productos Fito terapéuticos cuyas sustancias
activas hayan sido identificadas, se debe normalizar su preparacion si se dispone de
metodos analiticos adecuados que los cuantifiquen. En los casos en que no se puedan
identificar las sustancias activas, se puede considerar que todo el material de la planta
medicinal o su preparacion constituyen la sustancia activa”.

Que en comparacion con el decreto N.° 677 del 26 de abril de 1995, por quien se reglamenta
parcialmente el régimen de registros y licencias, el control de calidad, asi como el régimen
de vigilancia sanitaria de medicamentos, cosméticos, preparaciones farmacéuticas a base
de recursos naturales, productos de aseo, higiene y limpieza y otros productos de uso
doméstico, se establece que se debe indicar solamente el solvente utilizado y la proporcion
entre el peso del material y el volumen del solvente utilizado. Si el solvente es etanol, debe
figurar su porcentaje.

Por lo tanto, se hace necesaria la cuantificacion de los extractos (en este trabajo especifico,
extracto de caléndula), que garanticen una medida mas real, indicando la presencia efectiva
de las sustancias con accion terapéutica presentes en las diferentes formas farmacéuticas,
ya que en el laboratorio solo se lleva a cabo control de andlisis cualitativo, con
cromatografia en capa delgada (CCD).

También se pretende un aumento de la produccion del laboratorio, con el proyecto en
marcha de la reconstruccion del area de magistrales, por lo cual, se hace necesario el disefio
de un equipo que pueda optimizar el tiempo de extraccion de las sustancias activas de
interés presentes en las plantas.

OBJETIVO GENERAL

Aplicar y complementar los conocimientos adquiridos durante la formacion académica en
la industria fitoterapéutica y fitocosmética, apoyando al laboratorio a través de las
actividades asignadas en el cronograma de pasantia, que conllevaran a la mejora de los
procesos de extraccion, analisis fisicoquimicos, disefio de equipos y optimizacion de
tiempos, desde el punto de vista de la ingenieria quimica.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Conocer los procesos de extraccion de sustancias activas, y los procesos empleados
para la elaboracion de los medicamentos (fitoterapéuticos, fitocosméticos y
esencias florales), fabricados por el laboratorio Labfarve.

v Ejecutar actividades relacionadas con el control fisicoquimico de los insumos
(extractos vegetales), en el lapso de la pasantia.

v’ Cuantificar la quercetina como marcador en el extracto de Caléndula Officinalis L.,
la cual es una de las sustancias activas responsables de dar la accion terapéutica a
los productos.

v Realizar un disefio preliminar de un percolador que pueda optimizar el tiempo de
extraccion, realizando una transferencia del proceso actual estatico, a un proceso
dindmico, con la adicion de temperatura y recirculacion.



Marco Teorico



DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA EMPRESA

La empresa, es un laboratorio de farmacologia, en donde se elaboran productos
fitoterapéuticos, fitocosméticos y esencias flores, todos con la base de extractos de plantas
colombianas con propiedades medicinales. Ubicado en la carrera 111 No. 157-45 Bogota
D.C.

MISION

Mejorar el estado de salud y bienestar de las personas, mediante el consumo de
preparaciones farmacéuticas, seguras y eficaces, elaboradas con base en ingredientes
naturales que han sido investigados, desarrollados y producidos con los maés altos
estandares de calidad y con criterios de bio-comercio.

VISION

En el 2020, ser lideres en fitoterapéuticos por nuestra investigacion, calidad y sentido social
en Colombia y Ecuador, y ser la industria colombiana preferida para la maquila de
fitoterapéuticos para uso humano, generando bienestar para la comunidad y
consolidandose como una organizacion prospera y en expansion que se reconoce por su
impacto social y su significativo aporte al bio-comercio.

RESENA HISTORICA

El laboratorio de farmacologia vegetal e investigaciones asociadas (Labfarve), fue fundado
por el Doctor Jorge Pifieros Corpas en el afio 1984, después de ser, por varios afios, una
unidad de investigacion de la fundacion clinica hospital Juan N. Corpas.

El Dr. Pifieros Corpas conformé un grupo multidisciplinario de profesionales que se
dedicaron a la investigacion y el desarrollo de preparaciones farmacéuticas, principalmente
a base de plantas medicinales colombianas, que reforzaran y complementaran el ejercicio
de la medicina familiar, con enfoque social, por medio del uso de la terapéutica alternativa
y la farmacologia vegetal, para beneficio de la salud de la poblacion colombiana.

Las razones para la fundacion de Labfarve fueron principalmente las siguientes:

1. Colombia es el segundo pais en biodiversidad del mundo, con méas de sesenta mil
especies vegetales, de las cuales, cerca del 10% son medicinales.

2. El empleo de preparaciones farmacéuticas a base de plantas medicinales reduce
significativamente la ocurrencia de efectos secundarios, mientras que se reduce
sustancialmente la posibilidad de toxicidad.



3. Los costos de los medicamentos de sintesis quimica son cada vez mayores, mientras
que los de los extractos vegetales impactan positivamente el precio final para el
sistema de salud, siendo el paciente el principal beneficiado.

4. El médico en Colombia debe tender a ampliar sus posibilidades terapéuticas con el
uso de preparaciones farmaceéuticas de origen vegetal, -cientificamente
desarrolladas. Reconociendo las bondades de las plantas medicinales colombianas,
Labfarve, con el apoyo de la unidad de terapéuticas alternativas de la clinica Corpas
y del centro de investigaciones de la fundacion universitaria Juan N. Corpas,
configur6 un grupo de investigacion multidisciplinario, reconocido por
Colciencias, en el que participan médicos, quimicos farmacéuticos, ingenieros
quimicos, ingenieros industriales, agronomos, microbiélogos, bidlogos y
boténicos, y cuenta en la actualidad con un equipo cercano a los ciento cincuenta
funcionarios que despliegan actividades de investigacion y desarrollo, cultivo,
procesamiento, control de calidad, andlisis quimico y microbioldgico y estudios
clinicos y toxicoldgicos de extractos vegetales de la més alta calidad, ademas de los
funcionarios que desarrollan actividades del orden administrativo.

Labfarve ha trabajado de la mano de la academia, realizando convenios de investigacion
con otras organizaciones de orden cientifico y ha desarrollado proyectos en alianza con
diferentes universidades. También ha trabajado de la mano de algunas comunidades
indigenas a quienes asesora y de quienes recibe retroalimentacion, asi como de las
comunidades de campesinos a quienes acompafia en asuntos agroindustriales.

Labfarve fue pionero y ha sido lider en la investigacion y el desarrollo de extractos de
plantas medicinales y cuenta con la certificacion de cumplimiento de buenas préacticas de
manufactura (BPM), ademas de contar con el certificado ecoldgico que garantiza las
buenas précticas agricolas de sus cultivos de plantas medicinales y ha sido reconocido
como miembro de la UEBT, entidad internacional que promueve el bio-comercio ético.
LABFARVE tiene un exclusivo proceso de produccion para la elaboracion de sus
productos, estrictos controles de calidad y estudios de estabilidad y toxicidad que
determinan su seguridad y eficacia, que inician desde la recepcién de las plantas
medicinales en estado natural, hasta llegar al producto terminado.

De hecho, Labfarve ha sido un referente permanente de entidades cientificas del orden
Nacional e Internacional. Asi mismo, cuenta con autorizacion para la comercializacion de
sus productos en los Estados Unidos, con aprobacion de la FDA vy en otros paises, en los
cuales actualmente tiene presencia institucional.

Hoy con mas de 30 afios en el mercado, Labfarve realiza investigaciones conjuntas con la
fundacion universitaria Juan N. Corpas en Bogotd — Colombia, contribuyendo
significativamente en la conformacidn de grupos multidisciplinarios de profesionales en el



area de la investigacion y la aplicabilidad de la flora medicinal colombiana; de esta manera
enriquece los multiples programas de medicina familiar y social en la Corpas.

Labfarve ha sido un pionero con logros palpables para el crecimiento de la industria
naturista del pais. De cara al futuro, el potencial investigativo y de desarrollo de
LABFARVE partira siempre de la premisa de realizar investigaciones sobre plantas
medicinales promisorias, que estén al servicio de la salud de millones de personas.

Caléndula Officinalis L.

La Caléndula officinalis L., es una planta perteneciente a la familia Asteraceae, nativa de
la region mediterranea, pero que se extendio a Europa y América. La palabra “Caléndula”
deriva del latin “caléndulae” (calendario), que designa el primer dia de cada mes (Ulbritch,
et al., 2006). La caléndula (Ilamada asi cominmente), ha sido ampliamente utilizada desde
hace tiempo con fines terapéuticos, pues se le atribuyen diversas propiedades a los
extractos y tinturas realizadas principalmente a partir de sus flores (Duke, J.A., et al. 2002;
EMEA, 2008). Entre las propiedades reportadas para el extracto de flores de caléndula se
tiene actividad antimicrobiana (Attard, A, et al. 2009; Radioza, S.A., et al. 2007,
Roopashree, T.S, et al., 2008), antiinflamatoria (Amoian, B., et al. 2010; Chandran, P.K.,
et al. 2009; Ukiya, M., et al., 2006), inmunomodulatoria (Attard, A., et al. 2009),
cicatrizante (Preethi, K.C., et al. 2009; Leach, M.J., 2008), antioxidante (Cetkovié, G.S., et
al., 2004; Fonseca, Y.M, et al., 2010), entre otros. En la figura 1, se observan las diferentes
partes de la caléndula:



Figura 1. Caléndula officinalis L. (Figura tomada de Koéhler's Medizinal-Pflanzen, vol.l, 1887).

Entre los principales compuestos presentes en las flores de caléndula se encuentran
saponinas triterpénicas, principalmente glicésidos del acido oleandlico, alcoholes
triterpénicos libres y esterificados, especialmente 3-monoesteres del faradiol, carotenoides,
polisacaridos, esteroles, sesquiterpenoides, aceites esenciales y flavonoides basados en
quercetina, isorhamnetina y kaempferol (ESCOP MONOGRAPHS, 2003; WHO

Monographs, 2002).



CLASIFICACION TAXONOMICA

En la siguiente tabla 1, se observa la clasificacion taxondmica de la caléndula (Ortiz, J.M,
etal., 2011):

Tabla 1. Clasificacion Taxonémica de la C. Officinalis L.

Reino Plantae (Vegetal)
Subreino Tracheobionta (Plantas Vasculares)
Superdivision Spermatophyta (Plantas con Semillas)
Divisién Magnoliophyta (Plantas con Flores)
Clase Magnoliopsida (Plantas Dicotileddneas)
Subclase Asteridae -
Orden Asterales -
Familia Asteraceae -
Genero Caléndula L. -
Especie Calendula Officinalis L. -

METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS

Las especies vegetales poseen diversos componentes en su estructura, los cuales sin lugar
a duda son importantes para el desarrollo, crecimiento y mantenimiento de las plantas.
Estos componentes son de diversa naturaleza quimica, por lo que se les clasifica en dos
grandes grupos: organicos e inorganicos (Carrién, A., et al, 2010).

Los componentes inorganicos mas importantes son el agua y los minerales. El agua, se
encuentra en cantidad variable de acuerdo con la especie y a la parte de la planta asi, “las
hojas y los tallos contienen més cantidad de agua, hasta un 80% en algunos casos, mientras
que las semillas contienen menos cantidad” (Kuklinski, et al., 2000).

Los minerales pueden presentarse en diversas formas, como sales solubilizadas (cloruros,
nitratos, fosfatos, etc.), sales cristalizadas (carbonato calcico, oxalato célcico, etc.);
ademas, se encuentran los oligoelementos (magnesio, hierro, manganeso, fluor, etc.). Los
minerales se encuentran combinados con las sustancias organicas dentro de las especies
vegetales (Carrion, A., et al, 2010).

Dentro de los componentes organicos, podemos citar tanto a los metabolitos basicos o
primarios relacionados con el metabolismo esencial celular y los metabolitos secundarios
gue no estan necesariamente relacionados con el metabolismo esencial, pero son en su



mayoria responsables de la actividad terapéutica de las drogas vegetales (Carridn, A., et al,
2010), los mas importantes se observan en la tabla 2:

Tabla 2. Principales Metabolitos Primarios y Secundaros.

COMPUESTOS PROCEDENTES DEL COMPUESTOS PROCEDENTES DEL

METABOLISMO PRIMARIO METABOLISMO SECUNDARIO
Glucidos . . .
— Isoprenoides: terpenos, aceites esenciales,
Lipidos y Grasas . L
— — saponinas, cardiotonicos
Aminoacidos
_ Proteinas Derivados Fendlicos: fenoles simples, acidos
Acidos Nucleicos fendlicos, taninos, cumarinas, lignanos,
Compuestos Nitrogenados (glucésidos quinonas, flavonoides, antocianinas
cianogenéticos, enzimas) Alcaloides

En este caso, se estudiaron los metabolitos secundarios, ya que la quercetina, que es la
sustancia de interés, se encuentra dentro de los flavonoides.

FLAVONOIDES GLICOSIDOS Y AGLICONAS

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios de gran importancia, pues se
encuentran en la mayoria de los vegetales superiores en mayor o menor grado. Su estructura
se compone de tres anillos, en donde el anillo A proviene de la ruta del acetato, el anillo B
proviene de la ruta del shikimato y el anillo C se origina por adicién nucleofilica de Michael
del grupo OH en posicién 1, a la cetona a, B insaturada (Marcano, D., et al. 2002). En la
figura 2, se observa la estructura general del grupo de metabolitos flavonoides:

Figura 2. Estructura General de Flavonoides (* Posiciones Hidroxiladas).

Los flavonoides pueden dividirse en diferentes categorias, de acuerdo con sus estructuras,
las cuales conllevan a distintas propiedades bioldgicas. En la figura 3, se observan las
diferentes estructuras del grupo de los flavonoides (numeradas del 2 al 7), los cuales pueden
encontrarse en su forma glicosilada en la posicion “3" (flavonoides glicsidos), o pueden



encontrarse en su forma libre (agliconas). La hidrolisis del enlace glicosidico da como
resultado la obtencion de la aglicona respectiva (Marcano, D., et al. 2002):

Figura 3. Estructura de los diferentes grupos de flavonoides. Isoflavonas 2, flavonoles 3, flavononas 4,
flavonas 5, catequinas 6 y antocianinas 7.

En la Caléndula Officinalis L., se encuentran principalmente estructuras de tipo flavonoles
(#3 en lafigura 3), siendo los glicésidos de isorhamnetina 8b-e (narcisina e isorhamnetina)
y quercetina 9b-e (rutina y quercetina), los de mayor proporcion. En la figura 4, se
observan las estructuras de estos flavonoides:

8a R=H; 8b R= Rut; Bc R= Rut-Glc 9a R=H: 9b R= Rut; 9¢ R= Glc
8d R= Glc; 8e R= Glc-Glc 9d R= Gal; 9 R= Rut-Glc

Figura 4. Estructura de flavonoides presentes en Caléndula officinalis. Glicdsidos de isorhamnetina 8a:
8b=narcisina; 8c=isorhamnetin-3-O-rutinosilrhamnosido; 8d=isorhamnetin-3-O-glucdsido;
8e=isorhamnetin-3-O-glucosilclucésido. Glicosidos de quercetina 9a: 9b=rutina; 9c=isoquercitring;
9d=hiperdsido; 9e=quercetin-3-Orutinosilrhamnosido (adaptado de Bilia, A.R., et al.,2002).



ACTIVIDADES TERAPEUTICAS

La caléndula tiene diversas actividades terapéuticas, pero dentro de las méas utilizadas se
encuentran la actividad antiinflamatoria y la cicatrizante. Estudios previos han demostrado
la actividad antiinflamatoria de la caléndula, corroborando asi el uso tradicional de esta
planta para tal fin. Son diversos los compuestos relacionados con dicha actividad, entre los
que estan los monoesteres de faradiol, siendo el faradiol en su forma libre el de mayor
actividad, obteniéndose resultados comparables con la Indometacina, en dosis equimolares.
Sin embargo, dada la prevalencia en el contenido del faradiol esterificado, puede estar mas
relacionado con esta actividad (Zitterl-Eglseer, K., et al., 1997). Por otro lado, los
flavonoides glicosidos de las agliconas isorhamnetina 8a y quercetina 9a (figura 4) aislados
de C. Officinalis L. también contribuyen a la accion antiinflamatoria, pues se ha
demostrado la inhibicion de la lipoxigenasa a nivel in vitro, la cual se encuentra relacionada
con la formacién de leucotrienos durante el proceso inflamatorio (EMEA, 2008; Bezakova,
L., etal., 1996).

Por otro lado, la actividad cicatrizante adjudicada a esta planta ha sido objeto de diversos
estudios. Por ejemplo, por medio del ensayo CAM (Chick Chorioallantoic Membrane) se
han detectado altos niveles de &cido hialurénico (compuesto relacionado en los procesos
de cicatrizacion) en areas de neovascularizacion, al trabajar el extracto acuoso seco de
hojas de caléndula, relaciondndose este comportamiento con la presencia de flavonoides,
por inhibicion de la actividad de la hialuronidasa (Patrick, K.F., et al., 1996).

Por su parte, Matysik (2005) y colaboradores, realizaron un ensayo bioguiado con el fin de
obtener la fraccion del extracto de las flores de caléndula que estimulara la proliferacion
de un cultivo celular de fibroblastos de piel humana (HSF, Human Skin Fibroblast),
encontrando que la fraccion de acetato de etilo (polaridad media), estimulaba su
proliferacion, al mismo tiempo que mantenia los mejores niveles de viabilidad a las
concentraciones trabajadas (en comparacion con los otros extractos). Esta fraccion era rica
principalmente en triterpenos como 4cido oleandlico, B-amirina y acetato de Pamirina,
seguida de flavonoides glicosidos de isorhamnetina, quercetina, isoquercitrina y acidos
fenolicos como caféico, vainilico, clorogénico, p-cumarico, y siringico.

Adicionalmente, se han realizaron pruebas in vitro para evaluar la recuperacién de
quemaduras térmicas en piel de rata y el posible mecanismo de accion, tras la
administracion oral de diferentes dosis del extracto de flores de C. Officinalis. Con lo
anterior, se observa un aumento de la hexosaminay la hidroxiprolina en el tejido granular,
lo que muestra la efectividad del extracto en aumentar el contenido de colageno en el tejido
expuesto a la quemadura, ya sea por aumento de su sintesis o disminucion del catabolismo,
en donde la presencia de flavonoides en el extracto juega un papel importante (Chandran,

P.K., etal., 2008).



TOXICIDAD

Las flores de caléndula aparecen clasificadas dentro de los alimentos seguros, haciendo
parte de los alimentos dietarios (FDA, 20139). Dentro de la monografia de la European
Medicines Agency (EMEA) para la Caléndula Officinalis L., se encuentran revisiones
sobre toxicidad aguda, subcronica, mutagenicidad y carcinogenicidad. Para la toxicidad
subcronica se tienen resultados de LD50 intravenoso para extractos acuosos e
hidroalcoholicos (1:1, 30% etanol) de 375 mg/Kg de ratén y 526 mg/100g de raton.

Incluso, no se manifiestan signos de toxicidad en ratones ni ratas cuando el extracto
hidroalcohdlico se administra oralmente en dosis superiores a 5 g/Kg de peso (Silva, E.J.,
et al., 2007). De igual manera, no se observan sefiales de toxicidad cuando se realizan
ensayos de toxicidad subcronica a 18 y 21 meses en ratones (EMEA, 2008).

En cuanto a la genotoxicidad y mutagenicidad, se uso el test de Ames para determinar la
concentracion de un extracto hidroalcohdlico (1:1, 60% etanol) que no conllevan a
mutagenicidad. En las pruebas realizadas con Salmonella typhimurium no se observo
mutagenicidad entre 50 y 5000 pg/plato, mientras que las pruebas con Aspergillus nidulans
exhibieron toxicidad en el rango de concentraciones de 5 platos desde 0.1 a 1.0 mg de
solidos/mL ensayado. Sin embargo, los resultados no fueron confirmados por el modelo in
vivo usando el test de microntcleos, lo cual puede explicarse principalmente a los perfiles
del proceso de absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion (Ramos, A., et al., 1998).

Los datos colectados son respaldados por estudios mas recientes de toxicidad cronica y
subcronica, en donde se evalla la toxicidad del extracto seco de C. officinalis (extraccion
acuosa) y se establece que el Non Observed Adverse Effects Level (NOAEL) para el
extracto seco es de 2000 mg/Kg de ratén y el ensayo de toxicidad subcronica establece que
el Lowest Observed Effect Level (LOEL) es de 50 mg/Kg/dia en ratas (Lagarto, A, et al.,
2011).

METODQOS DE EXTRACCION

Para la elaboracion de medicamentos a base de material vegetal, se debe tener en cuenta,
que existen diferentes métodos para extraer los principios activos contenidos en dichas
plantas, los cuales necesitan de un liquido extractivo (Solvente) que va a depender del
procedimiento técnico y de la naturaleza quimica del principio activo (Carrién, A., et al.,
2010).

A continuacion, se citaran los métodos de extraccién mas importantes:



Percolacion:

Es el método oficial de extraccion, descrito en la Farmacopea Americana, USP. Es un
método que consiste en que el menstruo (generalmente alcohodlico o mezcla
hidroalcohdlica) atraviesa la masa de droga pulverizada siempre en un solo sentido,
alcanzando concentraciones crecientes de tal modo que el equilibrio entre el solvente
dentro y fuera del marco nunca se alcanza, por lo que la droga bafiada siempre por nuevas
proporciones de menstruo acaba por ceder todos sus componentes solubles de manera
progresiva (Selles, et al., 1992). Este tipo de extraccion se realiza en recipientes
(percoladores) cilindricos o conicos que poseen dispositivos de carga y descarga,
lograndose una buena extraccién de los principios activos (practicamente se obtiene hasta
el 95% de sustancias extraibles); se debe tomar en cuenta que el tiempo en el que la droga
permanece en contacto con el menstruo y la relacion existente entre la droga y el liquido
extractivo (cantidad de disolvente), son dos factores decisivos dentro de la percolacion.
“La percolacion es el método extractivo menos adecuado en el caso de gran gelificacion o
si las drogas son muy voluminosas” (Voigt, et al., 1982) Cabe recalcar que previo a la
extraccion es necesario humectar la droga con el disolvente, permitiendo su esponjamiento
con el fin de facilitar la entrada del menstruo en las membranas celulares durante la
percolacion.

Maceracion:

Se entiende por maceracion al contacto prolongado durante cierto tiempo de la droga con
el menstruo, constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado en el cual el menstruo
actua simultdneamente sobre todas las proporciones de la droga, circulando a través en
todas las direcciones y sentidos y disolviendo sus principios activos hasta producirse una
concentracion en equilibrio con la del contenido celular (Selles, et al., 1992). Es el
procedimiento de extraccion mas simple, al conjunto de droga mas solvente se lo protege
de la luz, para evitar posibles reacciones y debe agitarse continuamente (tres veces por dia,
aproximadamente); el tiempo de maceracion es diverso, las distintas Farmacopeas
prescriben tiempos que oscilan entre cuatro y diez dias. A partir de este método no se
consigue el agotamiento de las sustancias extraidas. “Cuanto mayor sea la relacion entre
el liquido extractivo y la droga, tanto mas favorable sera el rendimiento” (Voigt, et al.,
1982). En la tabla 3, se muestran algunas ventajas y desventajas entre los procedimientos
de extraccion (percolacién y maceracion) mas utilizados dentro de la fitoquimica:



Tabla 3. Ventajas y Desventajas de los Procesos de Extraccién mas Utilizados.

PERCOLACION MACERACION PERCOLACION MACERACION

Extraccién completa de principios activos y

: - Sirve para drogas rigidas Lentitud del proceso
es posible conocer la concentracidn exacta de .
10S MISMOS (tallos y raices) —
Alto consumo de Extraccion incompleta
solvente de la droga

No se produce saturacion del solvente y se
requiere menor tiempo para la extraccion
comparado con la maceracion

Reduccién de costos de
solvente Saturacion del solvente

Decoccion:

Llamada también cocimiento, este procedimiento consiste en llevar a la mezcla de droga
mas menstruo a la temperatura de ebullicion del agua, manteniendo esta temperatura
durante un periodo variable que suele oscilar de 15 a 30 minutos (Selles, et al., 1992).

Infusion:

Es el proceso en cual se somete a la droga previamente humedecida al contacto con el
solvente a una temperatura igual a la de ebullicion del agua por cinco minutos, se deja
enfriar hasta temperatura ambiente y se prepara al 5% (Carrion, A., et al., 2010), que, en
diferencia con la decoccion, en la infusién se trabaja durante menos tiempo, y se prepara a
un porcentaje mas bajo.

Digestion:

“Es una maceracion realizada a una temperatura suave que oscila alrededor de los 50 o
60°C” (Selles, et al., 1992). Al aumentar medianamente la temperatura se consigue un
mayor rendimiento de la extraccion, puesto que disminuye la viscosidad del solvente lo
gue hace gue éste pueda ingresar mas rapidamente al interior de las células y asi extraer los
principios activos. Adicionalmente a esto, aumenta la solubilidad de las drogas con el
solvente.

TIPOS DE EXTRACTOS

Los extractos son preparados concentrados de consistencia sélida, liquida o intermedia,
derivados generalmente de material vegetal desecado, se obtienen al evaporar parcial o
totalmente el disolvente en los liquidos extractivos de origen vegetal. Los extractos segin
su consistencia y concentracion de principio activo se clasifican en: extractos fluidos,



secos, blandos y los crioextractos (Carrion, A., et al., 2010). También, se subdividen segln
su relacion inicial de droga/solvente:

Tinturas:

Cuando se trabajan tinturas, se utiliza una relacion 1:5 de la droga con respecto al solvente,
y es la maceracion alcohdlica de una planta previamente hidratada. Esta, es la clase de
extracto que mas se prepara en el laboratorio Labfarve para producir, y tiene la ventaja de
que, al desecarse la planta, se inactivan todos los procesos de transformacion quimica que
normalmente se producen en el seno del agua. Por lo tanto, las sustancias quimicas que
contiene la planta, cualquiera que sea su grado de actividad, son mucho mas estables.

La planta fresca puede secarse al aire seco y circulante, preferiblemente al abrigo de la luz
directa del sol. Puede también deshidratarse al calor (30 a 60°C), siempre y cuando haya
un escape adecuado del agua de vaporizacion.

Cuando la planta esta seca, se pone en contacto con alcohol de 70° en proporcion de 20
partes de la planta por 100 de alcohol. Se agita con alguna frecuencia para hacer mas intima
lamezclay se filtra a los ocho dias; finalmente el producto debe guardarse en frasco oscuro
y ponerse al abrigo de la luz directa (Pifieros-Corpas. J, et al., 1992).

Extractos Fluidos:

Los extractos fluidos son extractos de drogas que, con la concentracion prescrita de etanol,
estan preparados de forma que una parte de droga corresponde a una parte o dos partes del
extracto fluido; teniendo en cuenta que 85 partes de droga seca corresponden a 100 partes
de planta fresca. Por lo general los extractos fluidos se obtienen por percolacion (Voigt, et
al., 1982).

Extractos Secos:

Los extractos secos son aquellos que tienen una consistencia seca y son facilmente
pulverizables, se obtienen por evaporacién del disolvente y desecacion del residuo. Los
extractos secos no deben presentar un contenido de humedad mayor del 5% (Voigt, 1982).
Presentan una concentracion muy superior de principio activo que la droga original, son
preparados bastante estables (aunque en ocasiones resultan higroscopicos) y de facil
manipulacion; como liquido extractor se utiliza alcohol de diversa concentracion y agua.
Actualmente es posible obtener extractos secos nebulizados que son mas estables que los
tradicionales, por ser menos higroscopicos.



Extractos Blandos:

Poseen una concentracion de principio activo superior a la de la droga original y tienen
consistencia semisolida. El disolvente suele ser agua o mezclas hidroalcohodlicas. Los
extractos blandos son poco estables y resultan dificiles de manipular; por lo que no se
utilizan (Carrion, A., et al., 2010).

Crioextractos:

Se obtiene por molturacion de la droga vegetal correctamente desecada, sometida a
condiciones de congelacion (-196°C), mediante inyeccidn de nitrégeno liquido, de forma
que los principios activos no se ven alterados por la accion del calor desprendido en un
proceso de molturacion y que, dependiendo de la droga vegetal, puede llegar a ser hasta
70°C (Castillo, et al., 2007). Los crioextractos resultan muy caros, pero son muy Utiles
para la obtencidn de proteinas y enzimas de ciertas especies.

PREPARACIONES A BASE DE Caléndula Officinalis L.

Actualmente en el laboratorio Labfarve, la caléndula es considerada la planta por
excelencia, ya que, a partir del extracto de esta sola planta, es con la que méas productos se
producen, en total 6 productos:

Crema de Caléndula x 60g = Actividades Antiinflamatoria y Cicatrizante.
Soluciones Orales (360 y 60 mL) = Antiinflamatorias.

Gotas de Caléndula x 60 mL (extracto puro) = Antiinflamatorias.

Barfios Locales x 360 mL = Antiinflamatorios y Cicatrizantes.

Capsulas de Caléndula x 500 mg = Antiinflamatorias.

Crema Pafialitis (110 y 60 g) = Protectora, Antiinflamatoria y Cicatrizante.

YVVVVVYVY

FORMAS FARMACEUTICAS

Las formas farmacéuticas son las disposiciones de los productos obtenidos a partir de un
proceso, para constituir un medicamento facilitando la dosificacion, administracion y
liberacion de este. Segin la USP 40 - NF 35 (Farmacopea de los Estados Unidos de
América), las formas farmacéuticas son aerosoles, capsulas, cremas, emulsiones, espumas,
gases, geles, granulos, gomas, implantes, inyecciones, insertos, liquidos, lociones, tabletas
de disolucion bucal, unglentos, pastas, pellets, pildoras, emplastos, polvos, jabones,
champds, soluciones, tiras, supositorios, suspensiones, cintas adhesivas (Garcia, P, et al.,
2010).



MARCO LEGAL

Normas Farmacoldgicas para Preparaciones a Base de C. Officinalis L.:

Antes de la comercializacion de un producto fitoterapéutico dentro del mercado
colombiano, éste debe haber sido contemplado dentro de las Normas Farmacoldgicas
Colombianas, en donde el interesado expone ante la entidad regulatoria la informacion que
considere pertinente para demostrar que el producto final, tiene soporte de eficacia.
Posteriormente, un nuevo interesado puede sustentar la comercializacion de su producto,
si este tipo de preparacion se encuentra ya registrada en las normas farmacoldgicas.

Para el caso de la Caléndula Officinalis L., él INVIMA (Instituto Nacional de Vigilancia

de Medicamentos y Alimentos), aprobo para el afio actual 2019, segun el decreto 1156 de
2018, las preparaciones herbarias que se observan en la tabla 4:

Tabla 4. Listado de Planta y Preparaciones Aceptadas por el INVIMA para el afio 2019.

NOMBRE CIENTIFICO NOMBRE COMUN |  DROGA PREPARACIONES HERBARIAS™

) Usa interna (via oral)

UTABLETA: Flares de Calendula officinalis L. - Flores) 533 mg. [Acta 53 de 1338) ZIEXTRACTD: Cada ml contiene &l equivalente 20,2 g de Caléndula flores [Acta 33 de 13538! Acta 01d= 13533)

FIPOLVO: Caléndula flores 10024 (Acta 34 de 1338).

4] TABLETA: Caléndulaflores SO0 mg. (Aeta 01de1339)

SIELIXIF: Cada 100 ml contiere Extracta equivalents 2 2.5 g de flores de saléndula (Aots 05 d= 1333)

8) CAPSULA: Caléndula flores 300 mg [Aota 15 de 2003,

) SOLUCION ORAL: Entracto seca de flores de Caléndula [equwalente abi2.5mg de flavaneides) 2,524, [Acta 27 de 2004).

) ELIXIR: Cads 100

3] CAPSULA: Polvo d

JARABE: Cada 100 mil

100 SOLUCION ORAL: Cada ml de solusidn contie

‘H SOLUCION ORAL [JARABE) Cada 100 ml conti
12) SOLUCICON ORAL [JARAEE): Cada 100 mL

tracto equivalente 35 g de flores pulverizadas de caléndula [Acta 27 de 2004)
lénduls SDDmg (Acta D4d ZDDSJ
ula

aloohol de 3672 0 mL. (Acta 14 de 2005)
DZS a de Hmes pulverizadas de Caler\du\a (Acta 23 de 2005).

enetanol de 3637 ulv. [Acta 37 de 2005)
Cabantals ofiiaadicd. Calendula flares 12 e 3E'GL TEmL. (Acta 22 de 2006)
13) SOLUCION ORAL (JARABE): Cada 100 mL: E szt Fui d d flares de dula (Caléndula officinalis L) (11.2) 25 mL. [Acta 04 de 2007)
14) SOLUCION ORAL: Cada 100 mL contiens 20mL de extracta fi 'd de flores de caléndula (11 en etanol de 20 G.L.] (Acta 06 de 20101,
15) CAPSULA: Cada cpsula contie cto T 1de flores de caléndula (Calenduls offi is L] en alcohol al 36% 1,5mL, [Acla 07de ZU‘H]
] 1k tanol
7
18
I

TE SOLUCION ORAL: Cada 120 mL e
SOLUCION ORAL: Cads 100 ml sontiens extracta fluida 11de flares de caléndula (Calenduls off
SOLUCION ORAL: Cada 100 ml contiene eutracto flido 1:1de flores pulverizadas de caléndula ndu\a oFllcmahsL len etano\ al 2074 20 glActa 08 de 2016)

13 SOLUCION ORAL: Cada 100 mi o eto flui Tdeflores de ndula [Calendula oft I|sL]25g[A ta 06 de 2016).
20)soLucion DRAL[JAHABE] Cada 1UU rnI ntiene caléndula (Calendula officinalis L. ) lores deshidrat adas en polue 20 g (Acta 06 de 2015),

21] TABLETA: Cadatableta contiene extracto 3 1d flares de caléndulalCalenduls officinslis L. ]TEDmg[A:laDE de 216).

SOLUCION ORAL: Cada 100 mI contien luido 11 de flores decaléndula (Calendula officinalis L) 25 ml (Acra 08 de 2018).

22)
23)50LUCION ORAL [JARABE): Cada 100 ml
)
]

iene flores pulverizadas decaléndula (Calen
weto fuide de flores decaléndula(Calendula
tracta de flares de caléndula (Calendula offi

inalis L) 2.5 g (Aota 06 de 20160
L)t 1en etancl al 363 25 ml (Aeta 06 de 2076],
Ten aloohal al 363 25 ml (Acta 06 de 2016)

24) SOLUCION ORAL: Cada 100 ml contiens
28) SUSPENSION ORAL: Cada 100 ml cor

Informe Técnico (#32) de la OMS (Organizaciéon Mundial de la Salud):

Este informe presenta las recomendaciones de un grupo internacional de expertos
convocado por la Organizacion Mundial de la Salud para que examine diversos asuntos
relativos a la garantia de la calidad de los productos farmacéuticos y las especificaciones
aplicables a sustancias y formas farmacéuticas.

Siendo de especial interés para los servicios nacionales de reglamentacion farmacéutica, el
informe contiene recomendaciones sobre las practicas adecuadas de fabricacion de
productos farmacéuticos, y pautas provisorias para la inspeccion de los fabricantes de
productos farmaceéuticos y para la aplicacion del Sistema OMS de Certificacion de la
Calidad de los Productos Farmacéuticos Objeto de Comercio Internacional. Se examinan



diversos temas relacionados con el progreso de la Farmacopea Internacional, como también
cuestiones vinculadas a la estabilidad de las formas farmacéuticas, a las preparaciones
extemporaneas, y a la capacitacion de funcionarios encargados de la reglamentacion
farmacéutica. Se incluyen asimismo pautas para garantizar la calidad de los productos
farmacéuticos fabricados por tecnologia recombinante del ADN, y acerca de la
comprobacion de los procedimientos analiticos, como también listas de Sustancias
Quimicas Internacionales de Referencia y Espectros Infrarrojos Internacionales de
Referencia.

Norma ISO 14644:

La ISO 14644 es una de las normas mas importantes en el entorno farmacéutico, y es la
Unica norma técnica a la que se hace una referencia directa en la reglamentacion oficial.
En la version actual del Anexo 1 de las cGMP EU, cuando se habla de clasificacion de
salas limpias y dispositivos de aire limpio, se la cita explicitamente como norma de
referencia. La largamente esperada version final de la norma ISO 14644, sobre
clasificacion de limpieza de aire por concentracién de particulas para salas limpias,
finalmente se ha editado. Esta norma es decisiva y debe utilizarse para clasificar las salas
limpias que se utilizan en la fabricacion de productos farmacéuticos. Contiene las tablas de
clasificacion de limpieza de las salas y los limites maximos de particulas permitidos,
ademas de instrucciones claras sobre como realizar las mediciones de cantidad de
particulas en el aire.

La revisidn de esta norma se inicié en 2007 y se han ido publicando diferentes borradores
en 2011, 2012 y 2014, pero ninguno de ellos pudo alcanzar el estatus de versién final, por
lo que, durante todo este tiempo, la versién aplicable era la de 1999.

La Organizacién Internacional de Normalizacion (ISO) el 15 de diciembre de 2015 publico
la nueva edicion de 1SO 14644:

e [SO 14644-1: 2015 "Salas limpias y entornos controlados asociados Parte 1:
Clasificacion de la limpieza del aire por concentracion de particulas”. Reemplaza
ISO 14644-1: 1999.

e SO 14644-2: 2015 “Salas limpias y entornos controlados asociados Parte 2:
Monitoreo para proporcionar evidencia del desempefio de la sala limpia relacionado

con la limpieza del aire por concentracion de particulas”. Reemplaza ISO 14644-2:
2000.

Estos son los principales cambios que incluye:



1. El nimero de puntos de medicion ya no se calcula méas por pulgadas cuadradas de
superficie.

2. Las particulas de 5 um de ISO 5 ya no estan en la tabla de valores limites.

3. No se realizan mas calculos estadisticos de UCL. Ya no es necesario realizar una
observacién en todos los puntos de medicion de la sala limpia. Cada punto se
considera de forma individual y debe cumplir con el valor limite.

4. Lalongitud del tubo del contador de particulas debe ser menor a 1 metro.

5. La clasificacion numérica, los volumenes de muestras, los periodos de medicion y
los criterios de cancelacion se mantienen sin cambios frente a la version anterior.

Norma ISO 17025:

La norma ISO 17025 hace parte de la normatividad internacional en el campo de la
actividad técnica, llevada a cabo por la Organizacion Internacional de Normalizacién
(ISO), la Comision Electrotécnica Internacional (IEC) y otras organizaciones
internacionales vinculadas a la ISO e IEC, que conforman el Comité de I1SO para la
evaluacion de la conformidad (CASCO). La norma I1SO 17025 contiene los requisitos a
cumplir por los laboratorios de ensayo y de calibracion para demostrar un sistema de
gestion, la competitividad técnica y la capacidad de generar resultados técnicamente
validos. Esta normatividad cubre los ensayos Y las calibraciones que se realizan utilizando
métodos normalizados, métodos no normalizados y métodos desarrollados por el propio
laboratorio (NTC-ISO/IEC 17025, 2005).

La normatividad de esta manera cobija un amplio campo de temas, que implican el
acogimiento y cumplimiento de diferentes requerimientos, que se dividen en dos:
Requerimientos relativos a la gestion y requerimientos técnicos.

Dentro de los requerimientos relativos a la gestién se consignan diferentes temas
relacionados con la organizacion, sistema de gestion, control de documentos, servicio al
cliente, acciones correctivas y preventivas, auditorias internas entre otros.

En la subdivision de requerimientos técnicos se tratan los temas o factores que de una u
otra forma determina la exactitud y la confiabilidad de los ensayos. De acuerdo con esto,
los requerimientos de la normatividad se centran en:

e Factores humanos.
e Instalaciones y condiciones ambientales.
e Maétodos de ensayo y de calibracién, y la validacion de los métodos.

e Equipos.
e Trazabilidad de las mediciones.
e Muestreo.



e Manipulacién de los items de ensayo y de calibracion.

Para la determinacion de la incertidumbre de las mediciones, la norma ISO 17025 no es
estricta sobre el procedimiento para su evaluacion, pero especifica que se debe tratar de
identificar todos los componentes de la incertidumbre y hacer una estimacion razonable de
ésta, siendo posible su determinacion por medio de los datos de validacion del método para
su evaluacion (NTC-ISO/IEC 17025, 2005).

Norma ISO 22716:

La Norma UNE - EN ISO 22716 Productos Cosméticos. Guia de Buenas Practicas de
Fabricacion (BPF), proporciona pautas de actuacion para el control de los procesos de
produccidn, almacenamiento y expedicion de productos cosméticos. La implantacion de
esta Norma es de caracter voluntario, no obstante, conlleva dos ventajas fundamentales,
que hacen recomendable su implantacion: legales (Reglamento 1223/2009, Real Decreto
1599/1997).



Actividades Realizadas Durante la Pasantia



DESCRIPCION DE ACTIVIDADES

A continuacién, se describen las 5 actividades realizadas durante el transcurso de la
pasantia empresarial en el laboratorio, donde se aplicaron y se complementaron los
conocimientos adquiridos durante la formacion académica:

ACTIVIDAD 1. Induccion (01/04/2019 - 05/04/2019):

En esta actividad, se realizo un recorrido por la empresa de manera general, y se reviso la
literatura acerca de la normatividad que rige a los laboratorios de farmacologia, para estar
en sintonia con la empresa y seguir las buenas practicas de laboratorio (BPL).

ACTIVIDAD 2. Investigacion a cerca de Cuantificacion de Quercetina en el Extracto
de Caléndula (08/04/2019 - 17/05/2019):

En esta actividad, se realiz6 un analisis bibliografico sobre cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC, y su aplicacion para la cuantificacion de metabolitos secundarios en
extractos. La fundacion cuenta con un equipo de cromatografia de la marca JASCO
EXTREMA, que tiene una columna CO-4061 C18 (apolar), por lo cual, se debe trabajar en
fase reversa. Para la cuantificacidn de quercetina (que es el metabolito de los 125 presentes,
con mayores actividades) en el extracto de Caléndula Officinalis L., se definié una fase
movil polar compuesta por dos componentes: metanol grado HPLC y &cido fosforico al
0.08% (diluido en agua grado HPLC), en funcién de lo reportado en la USP y en los
diferentes paper’s encontrados para la cuantificacion de este marcador en los extractos de
caléndula.

ACTIVIDAD 3. Produccion (20/05/2019 - 07/06/2019):

Se hicieron varios recorridos por las areas de produccién del laboratorio, desde la
fabricacion y el envasado, hasta el area de acondicionamiento (codificado, etiquetado,
termo encogido, revision y embalaje) de los productos antes de salir al mercado, en donde
se observo que todos los procesos son todavia manuales, rescatando lo que queria el
fundador de dar oportunidades de empleo.

En la produccidn, los extractos tienen diferentes fases, por ejemplo, cuando se preparan
soluciones orales, se envasa directamente el extracto; cuando se producen capsulas, se
evapora el extracto y luego se mezcla con almiddon que le da la consistencia sélida para
luego ser molido y encapsulado. Cabe resaltar que no todos los extractos se mezclan con
almiddn, en el caso de la balsamina, se mezcla con oxido de magnesio, debido a que cuando
se mezcla con almidon, se forman moléculas de glucosa, lo cual afectaria a las personas
con problemas de diabetes, este producto es denominado Glunat.



En el caso de la fabricacion de cremas, el extracto se lleva a una marmita en compafiia de
otras materias primas, como, por ejemplo, acido esteérico, aceite mineral, borax, esencia
(aroma), propilenglicol, trietanolamina (da consistencia y viscosidad), carboximetil
celulosa, anolina, agua y otros.

ACTIVIDAD 4. Jefatura de Planta (10/06/2019 - 21/06/2019):

Actualmente, el laboratorio esta en remodelacion del area de magistrales, y se espera un
aumento en la produccion para un mediano plazo, por lo cual, la jefatura de planta tiene
planeado elaborar un proyecto de disefio de un percolador que sea capaz de optimizar el
tiempo de extraccion. En esta actividad, se realiz6 un disefio preliminar de un percolador,
realizando una transferencia del proceso actual estatico, a un proceso dinamico, e
integrando los trabajos de pasantes anteriores. Implementando calentamiento a través de
una chaqueta de calentamiento con aislamiento, una recirculacion y hermeticidad como
nuevas variables, utilizando como herramienta de apoyo, el software SolidWorks, ya que
el laboratorio cuenta con su respectiva licencia.

ACTIVIDAD 5. Control de Calidad (/06/2019 - 19/07/2019):

En esta actividad, se observo y se realiz6 algunos de los anélisis fisicoquimicos que se le
hacen a los extractos y a los productos antes de salir al mercado, como, por ejemplo,
cromatografia en capa delgada (anexo 1), que es el andlisis que se hace para identificar la
presencia efectivad de los metabolitos de interés (para la caléndula se analiza la rutina, que
es un flavonoide), y granulometria, a través de los tamices STANDARD NTC A.S.T.M.
E-11-87 (anexo 2), donde se define un tamafio de 841 um para la caléndula, con la cual se
realiza la extraccion. También, se realizan andlisis organolépticos: apariencia, olor y color,
fisicoquimicos: pH (solucién al 10%) con un pH metro AZ meter 86501, materia extrafia
(%), cenizas totales (utilizando una balanza METTLER AJ150, y una mufla Thermolyne
de Thermo SCIENTIFIC), cenizas insolubles en HCI y extracto soluble en agua; ademas,
de los andlisis microbiol6gicos: aerobios mesofilos, coliformes totales, coliformes fecales,
mohos y levaduras, todos en UnidadesFormadorasColonias/g, salmonella spp
(ausencia/presencia en 10g).



Cuantificacidén de Quercetina en el Extracto



PRINCIPIOS ACTIVOS EN LA Calendula Officinalis L.

Se ha reportado que la caléndula tiene 125 metabolitos secundarios, los cuales se extraen
de todas las partes de las plantas. En la tabla 5, se observa la cantidad de metabolitos
secundarios extraibles de cada parte de la planta, y el nimero de actividades (terapéuticas
y cosmeéticas) reportadas hasta el momento (de las cuales la actividad antiinflamatoria y la
cicatrizante son las de interés). En la tabla 6, se observan los metabolitos extraibles cuando
se trabaja con toda la planta (parte aérea), como es el caso del laboratorio, y en donde se
observa que la quercetina es el bioquimico que maés actividades tiene (Dr. Duke's
Phytochemical and Ethnobotanical Databases, online):

Tabla 5. Extraccién de las Diferentes Partes de la Caléndula.

PARTE METABOLITOS | ACTIVIDADES M ETAA‘E%I\‘/IIE?A%CON
Flores 73 314 26
Hojas 4 87 4
Planta 28 242 8
Raiz 3 26 2
Semillas 10 44 6
Brote 1 - -
Brote de Plantula 6 - -
Todas las Partes 125 471 46

Tabla 6. Metabolitos de la Extraccion de Toda la Planta de Caléndula.

METABOLITO ACTIVIDADES
Acido Cafeico 102
Kaempferol 75
Acido Laurico 7
Acido P-Coumarico 25
Quercetina 176
Rubixantin 1
Acido Salicilico 34
Violaxantin 2




CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Actualmente, el analisis que se realiza en el laboratorio para la identificacion de los
metabolitos en los extractos, es la cromatografia en capa delgada (CCD), que es unatécnica
cromatografica de separacion de compuestos segun polaridades, en donde la fase
estacionaria utilizada es una placa de silica gel (polar), con deteccion de luz ultravioleta a
365 nm y finalmente se calcula el Ry, que es la relacion de la distancia recorrida por la
muestra, sobre, la distancia recorrida por la fase mévil, como se observa en la figura 5
(Wagner. H, Blandt. S, et al., 1996):

Perfil Cromatografico Planta Pulverizada de Caléndula (anexo 3):

e Patron: Rutina al 0.05% en metanol.

e Rango aceptacion: (Rf 0.40 — 0.60).

e Método de Extraccion: 1g de muestra se disuelve en 10 mL de metanol, se somete
a calentamiento 60°C por 5 minutos, se filtray 6 pL son utilizados para la siembra
cromatografica.

e Fase MAvil: Acetato de Etilo — Acido Formico — Acido Acético Glacial — Agua
(100:11:11:26).

e Revelador: Natural Products-Polietilenglicol (NP/PEG), Luz UV a 365 nm.

Perfil Cromatogréfico Tintura 1:5 de Calendula (anexo 4):

e Patron: Rutina al 0.05% en metanol.

e Rango aceptacion: (Rf 0.40 — 0.60).

e Método de Extraccion: 2 mL de muestra se disuelve en 10 mL de metanol, se
somete a calentamiento 60°C por 5 minutos, y 6 pJL son utilizados para la siembra
cromatografica.

e Fase MOvil: Acetato de Etilo — Acido Férmico — Acido Acético Glacial — Agua
(100:11:11:26).

e Revelador: Natural Products-Polietilenglicol (NP/PEG), Luz UV a 365 nm.

Perfil Cromatografico Extracto Fresco 1:1 de Caléndula (anexo 5):

e Patron: Rutina al 0.05% en metanol.

e Rango aceptacion: (Rr 0.40 — 0.60).

e Método de Extraccion: 2 mL de muestra se disuelve en 10 mL de metanol, se
somete a calentamiento 60°C por 5 minutos, y 6 JL son utilizados para la siembra

cromatografica.



e Fase MAvil: Acetato de Etilo — Acido Formico — Acido Acético Glacial — Agua
(100:11:11:26).
e Revelador: Natural Products-Polietilenglicol (NP/PEG), Luz UV a 365 nm.

Distancia Recorrida por el Producto

R, =
I~ Distancia Recorrida por la Fase Movil

Frmmmmmmmmmmmmemeee g Distancia recomida por el disolvente o face movil

— g Distancia recormca por el producto o aplicacion

Figura 5. Placa Cromatografica.

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia es un método de separacion fisica en el cual, los componentes se
distribuyen en dos fases inmiscibles: una fase moévil, que fluye a lo largo de una fase
estacionaria (anexo 6). En el caso de la cromatografia liquida, la fase maévil es un liquido
que recorre la fase estacionaria (un sélido o un liquido adherido a un sélido). Las dos fases
se escogen de tal forma que los compuestos de la muestra se distribuyan de distinto modo
entre la fase movil y la fase estacionaria. Los componentes que son fuertemente retenidos
por la fase estacionaria se mueven lentamente por el flujo de la fase mavil, permitiendo a
los compuestos separase segun esta movilidad en bandas y poder ser analizados cualitativa
0 cuantitativamente (Skood, et al., 1992). EI HPLC es una clase de cromatografia liquida
en la que la separacidon se produce entre una fase movil (el solvente) y una fase estacionaria
(la columna). Dependiendo de la naturaleza de la fase estacionaria la separacion se puede
dar de 4 maneras diferentes:



1. Cromatografia de adsorcion: se basa en la magnitud de la interaccion de los
distintos componentes de la muestra con la fase solida (fendmeno de adsorcion).

2. Cromatografia de intercambio idnico: la fase estacionaria es un solido capaz de
intercambiar iones con la fase movil.

3. Cromatografia de afinidad: la separacion se da por una interaccion especifica entre
el analito y la columna.

4. Cromatografia de exclusion molecular: la separacion se produce por el tamafio
molecular, de tal manera que la fase estacionaria esta formada por un material lleno
de poros con tamarios predeterminados.

La cromatografia de adsorcion es la mas utilizada. Se distinguen dos modelos segun la
polaridad de las fases utilizadas:

a. Fase Normal: la fase estacionaria es polar y la fase movil es apolar. De este modo
los compuestos polares son fuertemente retenidos por la columna, dejando a los
compuestos no polares eluir primero.

b. Fase Reversa: la fase estacionaria es apolar y la fase mévil es polar. En este caso,
los compuestos no polares son fuertemente retenidos por la columna, dejando a los
compuestos polares eluir primero (mayor tiempo de retencion para los compuestos
apolares). Este tipo de fase es la més utilizada en la actualidad, ya que, la mayor
parte de los compuestos de interés son de naturaleza hidrofilica. Normalmente, se
usan como fase estacionaria hidrocarburos como C8 (n-octilo) o C18 (n-
octadecilo).

La elucion de los compuestos depende, por tanto, de la polaridad de la fase movil, y esta
puede mantenerse constante a lo largo de todo el proceso cromatografico (elucién
isocratica), o variar a lo largo del método (elucién a gradiente) (Belanger, et al., 1997).

En el caso de los compuestos fenolicos es frecuente utilizar cromatografia de adsorcion en
fase reversa a gradiente. La columna de separacién que se utiliza mayoritariamente es una
columna C-18 de silica gel, de una longitud entre 100 y 300 mm y con un didmetro interno
de entre 2 — 4.6 mm, aunque ocasionalmente se puede usar columna C8. Se aconseja que
la columna se mantenga a una temperatura de 40°C durante el analisis. Mantener la
temperatura constante durante el analisis es importante para obtener tiempos de retencion
reproducibles y una mejor resolucion de los picos. Ademas, permite reducir la presion de
la columna a altas velocidades de flujo. La eleccion de un método a gradiente es esencial
para la buena separacion estructural de las diferentes moléculas. Normalmente se usa un
solvente A (agua acidificada o buffer acuoso) y un solvente B, que puede ser un solvente
organico como metanol o acetonitrilo, puro o acidificado. El volumen de inyeccién puede
variar de 1 a 100 pL, dependiendo del didmetro interno de la columna (Lamuela-Raventos,

etal., 2014).



INSTRUMENTACION DEL HPLC

La fundacion cuenta con un equipo HPLC JASCO EXTREMA (anexo 7), que consta de
los siguientes componentes, como se observa en la figura 6:

Un sistema de suministro y almacenamiento de la fase movil (en reservorios).

Un sistema de bombeo (este equipo cuenta con una bomba cuaternaria PU - 4180).
Un sistema de inyeccion de la muestra (auto muestreador AS - 4150).

Una columna (CO - 4061 LC Column 100 x 4,6 mm), el equipo cuenta con una pre
columna, que protege a la columna (apolar).

Un detector (MD - 4010), en nuestro caso un detector de arreglo de fotodiodos PDA
UV - vis.

v Un sistema de adquisicion de datos (LC - Netll/ACD).

AN NN

<

Solvente A Solvente B - Autosampler

| P — ) g Muestras
P
K : ‘ Inyector
| Sistema de inyecclén de
Fase mévil A B | iestra
| [ \
Al \ |
— \ [191]
) — Detector
Bombas 1 ::@)_ O O l
\1 =\ @) — Columna
— - = y "' “ (fase estacionaria)
o) oot
i L ]

Desecho

Sistema de adquisicién de datos

Figura 6. Esquema de Componentes Bésicos de un HPLC (Orrego. N., et al. 2016).

Los compuestos fendlicos, debido a la existencia de dobles enlaces conjugados y
compuestos aromaticos, exhiben absorbancia en la region UV-Vis, a diferentes longitudes
de onda. Los flavonoides tienen dos bandas de absorcidn caracteristicas: la primera entre
240 y 285 nm de longitud de onda, correspondiente al anillo A, y la segunda banda tiene
su maximo en un rango de 300 a 550 nm, la cual se atribuye a la sustitucion o conjugacion
del anillo C. Con respecto a los flavonoides, cada subclase presenta absorciones
caracteristicas, por ejemplo, las flavonas y los flavonoles (quercetina) presentan bandas



intensas a 280 — 350 nm y las flavononas (naringenina) a 280 — 290 nm (Abad-Garcia, et
al., 2009; Sakakibara, et al., 2003).

METODOLOGIA

Inicialmente, se planteé una metodologia cromatografica segun lo descrito en la USP 40
NF 35 para la cuantificacion de quercetina a través de HPLC, en donde se define que la
quercetina contiene no menos de 98,0% y no mas de 102,0% de quercetina (C1sH1007),
calculado con respecto a la sustancia anhidra.

El procedimiento descrito es el siguiente:

Fase Movil: Metanol, agua y acido fosférico (100:100:1).

Solucion de Aptitud del Sistema: 0,02 mg/mL de ER Quercetina USP, de ER
Kampferol USP y de ER Isorhamnetina USP en metanol.

Solucion Estandar: Transferir 10 mg de ER Quercetina USP a un matraz
volumétrico de 50 mL y agregar 20 mL de metanol para disolver. Agregar 20 mL
de agua, mezclar y diluir con metanol a volumen.

Solucién Muestra: Transferir 10 mg de Quercetina a un matraz volumétrico de 50
mL y agregar 20 mL de metanol para disolver. Agregar 20 mL de agua, mezclar y
diluir con metanol a volumen.

Sistema cromatografico:

Modo: HPLC.

Detector: UV 370 nm.

Columna: 4,6 mm x 25 cm; relleno L1 (anexo 8).
Velocidad de flujo: 1,0 mL/min.

Volumen de inyeccion: 20 pL.

Procedimiento:

1.

arown

Equilibrar la columna y el detector con fase movil a la velocidad de flujo
especificada hasta obtener una sefial constante.

Inyectar una muestra a través del inyector o usar un muestreador automatico.
Comenzar el programa de gradientes.

Registrar el cronograma.

Analizar segun se indica en la monografia.



Aptitud del Sistema:

e Muestras: Solucion de aptitud del sistema y Solucién estandar.

(NOTA - Los tiempos de retencion relativos para quercetina, kaempferol e
isorhamnetina son 1,0; 1,8 y 2,0, respectivamente).

Requisitos de Aptitud:

e Resolucion: No menos de 1,5 entre kaempferol e isorhamnetina, Solucién de
aptitud del sistema.

e Eficiencia de la columna: No menos de 2000 platos tedricos.

e Desviacion estandar relativa: No mas de 2,0%, Solucion estandar.

Analisis:
e Muestras: Solucién estandar y Solucion muestra

Calcular el porcentaje de Quercetina en la porcion de Muestra tomada:

Tu CS
Resultado = (—) * (—) * 100
Cy

Ts

e ru = respuesta del pico de la Solucion muestra.

e rs=respuesta del pico de la Solucion estandar.

e Cs =concentracion de ER Quercetina USP en la Solucion estandar (mg / mL).
e Cu = concentracion de Quercetina en la Solucion muestra (mg / mL).

Pero para poder adaptar esta metodologia (que seria lo ideal), se deben seguir los
procedimientos e implementar los mismos reactivos. En vista de que la columna con la que
cuenta la fundacién no es la misma, y al no tener los reactivos de isorhamnetina ni
kaempferol para realizar la aptitud del sistema, se realizé un analisis bibliografico, en
donde se encontraron algunas revisiones para la cuantifican la quercetina a través de HPLC,
y se tomaron como referencia los siguientes trabajos:

» John Alexander Mufos, en su trabajo “Cuantificacion de flavonoides, expresados
como quercetina total, en algunos extractos y soluciones de uso oral a base de
Caléndula Officinalis, 20147, analizé la cuantificacion de un extracto



hidroalcohdlico de caléndula, utilizando la misma fase movil descrita en la USP, e
hidrolizando el extracto, antes de llevarlo a cromatografia, para separar la
quercetina de los flavonoides glicésidos y dejarla en forma de aglicona (libre), a
través de la ruptura de enlaces, y asi, poder identificar mejor la quercetina, ya que
al ser un extracto, contiene gran cantidad de componentes. También, utilizo un
gradiente para la éptima elucion de la quercetina, debido a lo mismo, a su gran
cantidad de componentes. En este trabajo, se encontrd que los resultados mostraron
que las metodologias desarrolladas cumplen parametros de selectividad, linealidad,
precision y exactitud necesarios para su utilizacién, por lo que fueron utilizadas en
la determinacién del contenido de quercetina total en algunos extractos
hidroalcohdlicos a base de C. Officinalis.

En la evaluacion de dos lotes diferentes de extracto hidroalcohdlico 1:1, se obtuvo
un contenido de quercetina total de 64 y 19.8 ug/g para cada uno, con un alto
porcentaje de desviacion.

» “Validacion de una metodologia por HPLC para cuantificar quercetina total en los
extractos de Caléndula Officinalis, (2015)”, en este paper, de la revista cubana de
farmacia, se validd también una metodologia cromatografica efectiva para la
Optima elucion de quercetina en los extractos, encontrando un contenido de
quercetina de 72,41 ug/g de producto (Mufos. J. A, et al., Morgan. J. E, et al.,
Trujillo. M, et al., 2015).

> Se encontr6 que la concentracion de quercetina en los extractos hidroalcohdlicos,
aumenta a medida que aumenta el grado de alcohol en el solvente. Con porcentajes
de 30, 50 y 70% de alcohol, se obtiene 49, 56 y 61 pg/g de planta en seco,
respectivamente (Alina. O, et al., 2015). En la figura 7, se observa la estructura
molecular de identificacion de la quercetina:

Figura 7. Estructura de Identificacion de la Quercetina.



MATERIALES

Columna cromatografica SiliaChrom C18 (LC Column 100 x 4.6mm); Sum.
Material volumétrico (Balones aforados, pipetas graduadas, probetas, erlenmeyers,
beakers, viales).

Jeringas desechables.

Filtros 0.45 pm para muestras (HPLC).

Membranas de 0.45 um para solventes, Millipore ®.

Soporte universal.

Pinzas.

EQUIPOS

Cromatografo JASCO EXTREMA. Bomba PU 4180, con Desgasificador;
Automuestreador AS 4150; Detector PDA MD 4010; Interfase LC - Netll/ACD.
Balanza analitica METTLER AJ150. Min 150 g d= 0,1 mg.

Ultrasonido Elma ® E 60 H, Elmasonic P.

Equipo de filtracion Millipore.

Montaje para fraccionamiento liquido — liquido.

Rota - Evaporador IKA ® HB 10.

REACTIVOS

Metanol grado HPLC (M.OH) (Scharlau)

Agua grado HPLC (J.T.Baker).

Acido fosforico (H3PO4) al 85% (Riedel-de Haen).
Estandar de Quercetina Dihidratada (Sigma).

HCI 37% (Chemi)

Eter etilico (Chem)



DESARROLLO DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Preparacion de la Fase Movil:
Fase Acuosa (H3PO4 0.08% (p/v) en agua grado HPLC):

Se tomo 0,3 mL de acido fosforico 85% (p/p), se diluyo con agua purificada (HPLC), y se
Ilevé a un baldn aforado de 500 L. Luego, se pasé el solvente a un reservorio (rotulado
como H3PO4 0.08% en H20) y se desgasifico con ultrasonido durante 30 minutos a 60 Hz
(anexo 9).

Fase Organica:

Se filtro 500 mL de M<OH grado HPLC a través de membrana de 0.45 um (anexo 10), se
paso el solvente a un reservorio (rotulado como McOH), y se desgasifico con ultrasonido
durante 30 minutos a 60 Hz (anexo 9).

Preparacion de las Soluciones:

Solucion de quercetina estandar 450 ug/mlL:

Se peso 12.6 mg de estandar de quercetina di hidratado, y se llevo a un beaker de 20 mL.
Se disolvié en 10mL de MeOH con ayuda de ultrasonido, y se llevo a un balon de 25mL
con MeOH. Finalmente, se rotulo como quercetina 450 pg/mL.

Solucion quercetina estandar 225 ug/mL:

Se tomar una alicuota de 5 mL de la solucion de quercetina 450 pg/mL, y se llevo a 10 mL
con MeOH en balon aforado. Se rotular la solucion como quercetina 225ug/mL.

Solucion madre de quercetina estandar 9 ug/mL:

De la solucion de quercetina de 225 pg/mL, se tomd una alicuota de 2 mL, y se llevd a 50
mL en balén aforado con MeOH: H20 (80:20). Se rotulo la solucion como quercetina 9
pug/mL, la cual es la solucion madre de los puntos para la curva de calibracion.

Solucién quercetina estandar 1,8 ug/mL:

Se tomo 2 mL de la solucion madre de quercetina 9 ug/mL, y se llevd a 10 mL en baldn
aforado con MOH: H20 (80:20). Se rotulo la solucion como quercetina 1,8 pg/mL.



Solucién quercetina estandar 2,7 ug/mL:

Se tomo 3 mL de la solucion madre de quercetina 9 pg/mL, y se llevd a 10 mL en balon
aforado con MeOH: H20 (80:20). Se rotulo la soluciéon como quercetina 2,7 pg/mL.

Solucién quercetina estandar 3,6 ug/mL:

Se tomo 4 mL de la solucion madre de quercetina 9 pg/mL, y se llevo a 10 mL en balén
aforado con MOH: H20 (80:20). Se rotulo la solucion como quercetina 3,6 pg/mL.

Solucién quercetina estandar 4,5 ug/mlL:

Se tomo 5 mL de la solucion madre de quercetina 9 pg/mL, y se llevo a 10 mL en balon
aforado con MeOH: H20 (80:20). Se rotulo la solucion como quercetina 4,5 ug/mL.

Solucion quercetina estandar 5,4 ug/mlL:

Se tomo 6 mL de la soluciéon madre de quercetina 9 pg/mL, y se llevo a 10 mL en baloén
aforado con MeOH: H20 (80:20). Se rotulo la solucion como quercetina 5,4 pg/mL.

Solucion quercetina estandar 6,3 ug/mlL:

Se tomo 7 mL de la solucion madre de quercetina 9 pg/mL, y se llevé a 10 mL en balon
aforado con MeOH: H20 (80:20). Se rotulo la solucién como quercetina 6,3 pg/mL.

METODOLOGIA DE HIDROLISIS

Se realizé una hidrolisis acida con HCL 3,5 N, para separar la quercetina de los flavonoides
glicosidos presentes en los extractos hidroalcoholicos de caléndula. Inicialmente se diluyo
el HCL de 37% a 3,5 N, luego se tomd 20 mL de este y se mezcl6 con 20 mL de agua 'y 20
mL del extracto como se observa en la tabla 7, y se realiz6 la hidrolisis a 80°C
aproximadamente durante 1 hora (anexo 11), para obtener asi, la quercetina a partir de los
flavonoides glicosidos presentes en el material de partida, y poder identificarla en el
extracto para la cuantificacion.



Tabla 7. Condiciones Optimas para la Hidrolisis Acida del Extracto.

CONDICION VALOR
Temperatura (°C) 80
Volumen de Extracto (mL) 20
Volumen de Agua (mL) 20
Volumen de HCL (mL) 20
Extraccion con Eter Etilico (mL) 60

Pasada la hora de hidrolisis, se dej6 enfriar la muestra, mientras se realizaba el montaje de
fraccionamiento liquido — liquido. Teniendo listo el montaje y la muestra hidrolizada a
temperatura ambiente, se realizd una extraccion continua con éter etilico (anexo 12),
durante 24 horas, para recuperar la quercetina en el éter y poderla llevar a analisis
cromatografico, e identificar el pico en el extracto (en el extracto quedan los componentes
polares, y en el éter los de mediana polaridad, las agliconas quedan en el agua y la
quercetina en el éter).

Después de las 24 horas de extraccion, se llevo la muestra a un rotaevaporador a 50 °C, 87
rpm y 758 mbar (anexo 13), durante 30 minutos aproximadamente, para evaporar el éter y
concentrar la muestra quercetina (purificacion). Finalmente, se afiadié 2 mL de metanol
grado HPLC al baldn donde quedo la muestra seca, para disolver, y se tomé una alicuota
de 0,5 mL de esta muestra que se diluyo con 1,5 mL de metanol (HPLC) para inyectar
finalmente en el cromatdgrafo.

SISTEMA CROMATOGRAFICO OPTIMO PARA LA ELUCION DE
QUERCETINA

Con base en los trabajos mencionados anteriormente, los equipos y reactivos disponibles
en la fundacidn, se planted un sistema cromatografico 6ptimo para la elucion de quercetina
en los extractos de caléndula, mostrado en la tabla 8, y con la utilizacion de un gradiente
por la gran cantidad de componentes presentes en los extractos, mostrado en la tabla 9:



Tabla 8. Sistema Cromatografico Optimo para la Elucion de Quercetina en el Extracto.

Solventes Fase Movil A= H3I;O:4 f\)/’gg:en Hz0
Columna C-18
5 um (LC Column 100 x 4,6 mm)
Temperatura (°C) 35
Volumen de Inyeccién (uL) 5
Zopt_PDA (nm) 370

Tabla 9. Gradiente Utilizado para la Optima Elucién de Quercetina en el Extracto.

Tiempo (min) | % A | %B (mFI_I;Jr:]Ci)n)

0,05 65 35
1,5 65 35
4 45 55

12 50 50 1
13 100 0
20 100 0
21 65 35
30 65 35

CURVA DE CALIBRACION

Teniendo las soluciones preparadas y el sistema cromatografico definido, se realiz6 la
secuencia de inyecciones (por duplicado) al equipo, y se linealizaron los datos, a través de
una curva de calibracién en el rango de 1,8 — 6,3 ppm. Al analizar los cromatogramas
(anexo 14) y los datos (anexo 15) obtenidos, inicialmente se obtuvo una correlacion entre
los datos de 0,94, por lo cual se elimino el primer punto de la concentracion de 2,7, vy el
segundo punto de la concentracién de 4,5 ppm, y se suavizo la curva a través del software
de andlisis estadistico GraphPadPrism (anexo 16), obteniendo un excelente ajuste lineal,
como se observa en la figura 8:
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Figura 8. Curva de Calibracion Suavizada.

Finalmente, teniendo las muestras del extracto sin hidrolizar y con hidrolisis, y la curva de
calibracion, se paso a inyectar las muestras en el equipo, determinando que la longitud de
onda del PDA (Detector de Arreglo de Fotodiodos), en la cual se observan mejor los picos
de quercetina es, efectivamente, en 370 nm, como lo descrito en la USP y en los paper’s
(anexos 17y 18).

En la figura 9, se observan los cromatogramas de los extractos con y sin hidrolisis, y se
encontré un numero de platos tedricos de 10103, lo cual es aceptable dentro de los
requisitos de la USP, y un area de pico de 59881 UUA de quercetina en el extracto de
caléndula. Con esta area, se determind una primera aproximacién de la concentracion de
quercetina en los extractos producidos por el laboratorio.
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Figura 9. Cromatogramas del Extracto de Caléndula.

Con la ecuacion de la curva de calibracion:

Y = 8391X + 16096

Se calculo una primera aproximacion de la concentracion de quercetina en los extractos de

caléndula producidos por en Labfarve:
— ng
X=52180""/,
Densidadgyirqcto = 0,9690g/mL

X = 5,3849 ,ug/g de Extracto

Que, en comparacion con los valores encontrados en la literatura, con el porcentaje mas
cercano de alcohol de 30%, se obtiene 49 ug/g de planta en seco (Alina. O, et al., 2015),
determinando que se tiene un valor bajo de este marcador, por lo cual, se justifica también
el disefio e implementacion de un nuevo percolador que aumente esta concentracion en los

extractos.



Disefio Preliminar del Percolador



PROCESO DE EXTRACCION ACTUAL

El proceso actual por el cual se obtiene el extracto de caléndula, y los diferentes extractos
de las plantas medicinales que se utilizan en la preparacion de los productos farmacéuticos
(fitoterapéuticos, fitocosméticos y esencias florales) en el laboratorio, pasan primero por
una seleccion y lavado (con agua potable) de la planta fresca que llega del jardin (o de un
cultivo cercano). Luego de tener la mejor planta seleccionada y limpia, se pasa a secado en
un horno de acero a 60°C de temperatura. Posteriormente, la planta seca pasa a un molino
hasta obtener un tamafio de particula pulverizado (Dpprom = 841 um); se pesan bolsas de
2,5 kilos de planta pulverizada, pasar a analisis por control de calidad. En caso de ser
aceptada por control microbioldgico, se lleva a espera para extraccién, y en caso de ser
rechazada, pasa a destruccion.

Cuando se va a realizar la extraccion, se lleva la cantidad de planta pulverizada y de etanol
(96%) solicitadas a dispensacion, para entrar a la planta y realizar el proceso. Una vez alli,
se prepara el solvente, afiadiendo inicialmente 110 L de agua purificada en un recipiente
de 180 L, luego se afiaden 69 L de alcohol. En un recipiente aparte, se disuelven los
parabenos en 1 L de alcohol (0.0375 kg de metilparabeno puro y 0.0075 kg de
propilparabeno puro), para afiadirlos en el recipiente de 180 L, y ajustar finalmente el grado
de alcohol en 36% con agitando, hasta obtener disolucion completa.

Seguidamente, el operario ajusta el filtro del percolador, el cual se cubre con una gazay se
coloca en el orificio de flujo de salida. Se toma una bolsa de planta pulverizada, y se coloca
en un recipiente plastico de 40 L, se afiade 3 L de solvente preparado anteriormente, y se
agita la planta de tal modo que quede humedecida, esto se hace aproximadamente en 10
minutos y se afiade la planta directo al percolador. Se repite asi este procedimiento hasta
tener en el percolador la cantidad que se desea extraer de planta, para finalmente adicionar
la cantidad restante de solvente hasta completar la relacion. Se tapa el percolador, se
identifica correctamente y se abre la llave del filtro para recoger el liquido en un recipiente
plastico para asegurar que este fluyendo, se afiade nuevamente al percolador, se tapa y se
deja en maceracion durante 24 horas.

Al termino de las 24 horas de maceracion, se hace la recoleccién en un recipiente de
plastico de volumen de acuerdo con la cantidad de extracto requerido (se debe recibir el
extracto en recipientes limpios y desinfectados), a través de gravedad. Se mide el grado de
alcohol que debe estar entre 20 - 30 %, y en caso de estar por encima, Se evapora a un
volumen determinado y luego se ajusta el grado alcohdlico. Si existe merma en el volumen,
y el grado alcohdlico esta bajo, se hace el ajuste correspondiente solo con alcohol hasta
lograr el grado Optimo, dependiendo del caso, que pasa nuevamente a control, donde
aprueban o rechazan el extracto, segun analisis cualitativos y microbioldgicos. En caso de
rechazo del extracto, pasa a destruccion.



En la figura 10, se observa el diagrama de flujo del proceso de extraccion que se lleva a
cabo actualmente en Labfarve, donde finalmente pasa el extracto aceptado por calidad a
produccién de las diferentes formas farmacéuticas:
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Figura 10. Proceso de Extraccion Actual de Plantas en Labfarve.

METILPARABENO

El metil p-hidroxibenzoato, es un parabeno comdnmente utilizado como preservante
antimicrobiano, y tiene mayor efectividad contra levaduras y mohos. Para esta aplicacion,
se utiliza en conjunto con otros parabenos tales como Propilparabeno. La actividad
antimicrobiana de este parabeno se exhibe comunmente entre pH 4-8. Esta actividad
disminuye al incrementar el pH, debido a la formacion de aniones de Fenol-ato.

Este parabeno es incompatible con surfactantes no ionicos, tal como Polisorbato 80, como
resultado de micelizacion. Sin embargo, Propilenglicol puede ser usado para evitar esta
interaccion. A su vez, es incompatible con: Bentonita, Trisilicato de Magnesio, Talco,



Tragacanto, Alginato de Sodio, Aceites Esenciales, Sorbitol, Atropina, Azlcares y
Polialcoholes. Cabe notar que algunos plasticos pueden absorber Metilparabeno.

En cuanto a estabilidad, soluciones acuosas de este parabeno con un pH de 3-6 son estables
hasta por 4 afios a temperatura ambiente, mientras que soluciones con pH superior a 8 son
sujetas a hidrdlisis (Quinn, M.E., et al., 2009).

El uso de Metilparabeno sin Propilenglicol crea la posibilidad de que esté perdiendo sus
propiedades antimicrobianas al entrar en contacto con ciertos aceites esenciales de las
plantas y Polialcoholes causados por la posible fermentacion de la planta en maceraciones
prolongadas. Finalmente, debido a que los parabenos son adicionados antes de que el pH
del producto sea regulado, es posible que pierdan sus propiedades al ingresar a un producto
alto en pH, aungue posteriormente se regule.

PROPILPARABENO

Propil p-hidroxibenzoato, es un parabeno tambien utilizado como preservante
antimicrobiano. Al igual que el Metilparabeno, la actividad antimicrobiana se exhibe
comUnmente entre pH 4-8, y esta actividad disminuye al incrementar el pH debido a la
formacion de aniones de Fenol-ato. A su vez, es mas efectivo contra bacterias
Grampositivos que contra bacterias Gramnegativo.

Ademas de ser incompatible con surfactantes no idnicos, este parabeno puede ser absorbido
por algunos tipos de plasticos, AIMgO. Si*, Trisilicato de Magnesio, Oxido-Hidréxido de
Hierro (111) y Azul Ultramarino (AlsNagO24S3Sis).

En cuanto a estabilidad, soluciones acuosas de este parabeno con un pH de 3-6 son estables
hasta por 4 afios a temperatura ambiente, mientras que soluciones con pH superior a 8 son
sujetas a hidrdlisis (Quinn, M.E., et al., 2009).

= Enlatabla 10, se observan la descripcion de los pasos y de las variables del proceso
actual en el laboratorio:

Tabla 10. Pasos y Variables del Proceso Actual en Labfarve.

Descripcion

Para este proceso, se usa una planta pulverizada Dpprom = 841pum, liberada

PRIIE AU B fisicoquimica y microbioldgicamente por control de calidad.




Actualmente, se prepara un solvente hidroalcohélico para la extraccion,
afiadiendo inicialmente 110 L de agua purificada en un recipiente de 180 L, y
Solvente se afiade 69 L de etanol 96 %. En un recipiente aparte, se disuelven los X
parabenos (metil y propil parabenos) en 1 L de alcohol, para afiadirlos

finalmente en el recipiente y ajustar el grado de alcohol en 36 %.

En este paso del proceso, el operario toma una bolsa de planta pulverizada
(aproximadamente 2.5 kg) y la coloca en un recipiente de 40 L, afiade 3 L de
solvente preparado anteriormente, y agita la planta, de tal modo que quede | x
humedecida, esto se hace aproximadamente en 10 min y se afiade la planta
directo al percolador.

Primer Contacto
(Planta/Solvente)

Ajuste del Percolador | Para este proceso, se ajusta el filtro del percolador, el cual se cubre con una
(filtro) gazay se coloca en la salida del percolador.

En este paso, se afiade la materia prima pulverizada humedecida al
percolador, luego se afiade toda la cantidad de solvente restante, y se dejaen | x
maceracion durante 24 h.

Lixiviacion
(Extraccion S/L)

Temperatura En este proceso, se realiza una maceracion a temperatura ambiente.

En el proceso actual, solo se abre la valvula de salida al inicio, para ver que
Recirculacién el liquido efectivamente este fluyendo, se afiade nuevamente el liquido al
percolador, se tapa y se deja en maceracion durante las 24 h.

En esta parte del proceso, se hace una sola recoleccion en un recipiente de
volumen de acuerdo con la cantidad de extracto requerido, se mide el grado

R0 BB de alcohol que debe estar entre 20 - 30 %, y en caso de estar por debajo o por

encima, se ajusta.




Tratamiento del En el proceso actual, el bagazo sale directamente para eliminacion de

Bagazo desechos después de la recoleccion del extracto o la tintura.

PUNTOS CRITICOS

Segun lo observado, y mediante un andlisis concienzudo del proceso de extraccion, se llego
a inferir los siguientes puntos que al parecer son criticos, y que se deben tener en cuenta a
la hora de disefiar un nuevo equipo para la extraccion.

= Primero, muchas veces se tienen perdidas de volumen y grado de alcohol final,
debido a la no hermeticidad de los equipos.

= Segundo, las plantas absorben aproximadamente un 50 % de solvente, y al culminar
el proceso de extraccion, sale el bagazo con gran cantidad de extracto y con alta
concentracion probablemente, de metabolitos de interés, que finalmente se desecha.

Para el disefio preliminar de este nuevo percolador, se tuvo muy en cuenta estas dos
consideraciones.

SOLIDWORKS

SolidWorks es un software que cubre todos los aspectos del proceso de desarrollo de
productos con un flujo de trabajo integrado a la perfeccion, que incluye las etapas de
disefio, validacion, disefio sostenible, comunicacién y gestion de datos. Los disefiadores y
los ingenieros pueden abarcar facilmente varias disciplinas, lo que acorta el ciclo de disefio,
aumenta la productividad y agiliza la introduccion de productos innovadores en el mercado.

SolidWorks es la solucion de CAD 3D preferida de toda la industria. Méas de dos millones
de disefiadores e ingenieros de todo el mundo utilizan SOLIDWORKS para dar vida a sus
disefios, desde los aparatos mas modernos hasta las innovaciones que permiten mejorar
nuestro futuro (Grupo Abstract, [online]).

METODOLOGIA

Después del analisis de la descripcidn de los pasos y puntos criticos del proceso, lo que se
desea es hacer una transferencia del proceso actual estatico, a un proceso dinamico, con la
adicion de larecirculacién, temperatura (a través de una chaqueta térmica con aislamiento),
y hermeticidad, que mejore el rendimiento del proceso de extraccion, y aumente la
concentracion de los metabolitos secundarios en los extractos, y posteriormente en los




productos. En la tabla 11, se describe la propuesta de mejora del proceso, de acuerdo a los
pasos analizados en el proceso actual, y en la tabla 12, se observan las ventajas de la
implementacion de estas mejoras y algunas observaciones:

Tabla 11. Pasos y Variables de las Propuestas de Mejora del Proceso de Extraccion.

Descripcion SI| NO
Para este proceso, se plantea disminuir un poco mas el tamafio
Planta Pulverizada de particula de la planta pulverizada X
Dpprom = 200 pm.
Para la preparacion del solvente hidroalcoholico, se tiene una
Solvente buena metodologia de preparacion, por lo cual se plantea dejar | x
la misma.

. En este proceso, se plantea afiadir la planta y el solvente al
AIET G ercolador, agitar, y ejecutar una primera recirculacion, para
(Planta/Solvente) P »agitar, y €) P P X

tener un mayor contacto.
Para este proceso, se plantea la utilizacion de dos filtros. Un pre
Ajuste del Percolador | filtro de 20 micras, el cual debe ser especifico para cada planta y
(filtro) se debe ajustar en el percolador antes de realizar la extraccién, y X
una segundo antes de la recoleccion final.
S Después del primer contacto, se deja que ocurra el proceso de
Lixiviacion y L C
y extraccion con agitacién constante, y con la adicion de las X
(Extraccion S/L) . . o,
variables temperatura y recirculacion.
Se plantea adicionar esta variable @ 37 °C (la cual es la méxima
Temperatura temperatura recomendada por la USP), a través de una chaqueta | x

de calentamiento con vapor de agua.




Para la mejora del proceso, también se plantea la recirculacion
Recirculacion del solvente, a través de una bomba de vacio, por cada horade | x
extraccion.

Para esta parte del proceso, se plantean dos recolecciones; una
Recoleccion primera recoleccion del producto pasado el tiempo de X
extraccion, y otra después de un tratamiento del bagazo.

Se plantea la aplicacion de un sistema de centrifugacién del
bagazo a 1200 rpm, segun estudios realizados por pasantes X
anteriores, en una lavadora a estas revoluciones.

Tratamiento del
Bagazo

Tabla 12. Ventajas y Observaciones de las Propuestas de Mejora con Respecto al Proceso Actual.

Se debe estandarizar el tamafio de

Al tener un menor tamafio de Se realiza la molienda previa, para particula de la planta para el proceso de
Planta particula, se aumenta la aumentar la velocidad de extraccion, extraccion. Cuando mas pequefio sea,
Pulverizada transferencia de masa de los | disminuyendo la distancia entre el soluto a| mayor serd el area interfacial entre el
metabolitos en el solvente. difundirse y el sélido que lo contiene. solido y el solvente, y, por lo tanto,

mayor transferencia de masa.

El solvente es clave en los procesos de
extraccion S/L, y trabajar con solventes de
Se da continuidad a la baja viscosidad es bueno para la libre

preparacion actual. circulacion. Este, es un solvente polar, por
lo cual se extraen los componentes de las

familias polares (Ej., Flavonoides).

En caso de necesitar la extraccion de
los componentes apolares, se hace
necesario cambiar el solvente.

Solvente

. Se tendra un primer contacto Esta etapa se hace para asegurar el Es conveniente trabajar en equipos y
Primer Contacto , - S -
maés uniforme entre la planta contacto completo de la planta con el recipientes preferiblemente de acero
(Planta/Solvente) . - o .
y el solvente. solvente, y una primera penetracion del inoxidable y cerrados, para evitar




solvente que ayuda en cierta medida a
abrir los poros de la pared celular, para
que el solvente posteriormente, ataque
directo al soluto.

cualquier perdida o degradacion de los

componentes de interés.

Ajuste del
Percolador
(filtro)

Con estos dos filtros, se
garantizara la obtencion de
un extracto de gran calidad.

Este paso se hace para evitar el flujo de
material solido con la salida del extracto
final.

Se debe ajustar un flujo de salida del
extracto o la tintura (goteo por
segundo), en funcidn de los filtros.

Lixiviacion
(Extraccion S/L)

Se espera aumentar el

rendimiento de este proceso
de extraccion, disminuyendo
el tiempo y aumentando la
concentracion de metabolitos
secundarios.

Este es el paso mas importante del
proceso, acé se tiene la separacion y
disolucién del soluto en el solvente,
teniendo en cuenta que la velocidad de
extraccion es controlada por el fendémeno
de difusion.

Se recomienda trabajar en un proceso
cerrado y libre de luz; y con la
agitacion, se incrementara la difusion
turbulenta (incremento de la
transferencia del soluto desde la
superficie de las particulas a la solucion
en si).

Temperatura

Aumento de la solubilidad
del solvente, y con esto,

aumento en el rendimiento
del proceso.

La aplicacion de esta variable se hace,
para aumentar la solubilidad del solvente.

Se recomienda analizar la posibilidad
de implementar controles de
temperatura y presion en el percolador.

Recirculacion

Con esto se favorece la
maxima extraccién de soluto
en este solvente
hidroalcoholico.

Esta recirculacion de efectla para
garantizar asi, que se extrae la maxima
cantidad posible de metabolitos, con la

utilizacién de este solvente
hidroalcoholico al 36%.

Se recomienda que el percolador y los
componentes del disefio, sean
herméticos, para evitar cualquier
perdida por evaporacion de los
componentes de interés.

Recoleccion

Al tener dos recolecciones,
se mejora la obtencién de
volumen solicitado de
extracto, sin tener pérdidas
considerables de este.

Se hacen las dos recolecciones, para

ajustar al final el volumen por la
adsorcion de solvente en la planta.

cumplir la relacién inicial, y no tener que

Se recomienda recoger el liquido en

recipientes limpios y desinfectados,

para evitar la contaminacién del
extracto final.

Tratamiento del
Bagazo

Con esta centrifugacion se
recupera el liquido adsorbido
por la planta y se obtiene un

extracto de mejor calidad.

la planta absorbe aproximadamente el

Este paso es de gran importancia, ya que

50% de solvente, y cuando se deja en
filtracion por gravedad, el liquido queda
atrapado en ella.

Se recomienda analizar con que
propiedades queda este bagazo después
de la centrifugacidn, para darle una
posible aplicacion y valor agregado, ya
gue actualmente se desecha.




o Para el disefio preliminar de este percolador, se tuvo en cuenta los andlisis hechos
por la compafiera Maria Alejandra Villamizar (2018), que utilizo correlaciones
encontradas en la literatura, heuristicas de disefio, posibles limitaciones en la planta
de produccion, teniendo en cuenta los siguientes parametros:

Seleccién del Material: Las BPM seguidas en la industria farmacéutica establecen
también las generalidades que deben cumplir los equipos que se utilizan en la fabricacion
de productos, especificando que debe ser en acero inoxidable porque no se altera la calidad,
ni la seguridad del producto. Se debe seleccionar el acero inoxidable AISI-316 con un
espesor de 5 mm, pues es un acero austenitico por su aleacién cromo-niquel y tiene una
mayor adicion de molibdeno lo que aumenta su resistencia a la corrosion.

Disefio del Cuerpo: Los tanques mas utilizados a nivel industrial son de forma cilindrica,
por lo que se decide disefiar un tanque cilindrico con agitacion para que mantenga la mezcla
en constante interaccion con el solvente.

Disefio del Agitador: Se decidio disefiar un agitador turbina de disco con aspas ya que el
flujo, seria mixto. La compafiera, también decidio utilizar deflectores y aplico heuristica
de disefio para un sistema de agitacion en un tanque cilindrico, utilizando cuatro
deflectores, pero este caso no se tuvo en cuenta, ya que estos deflectores me afectarian el
pre filtro interno que se plantea en este trabajo.

Se determind, que se requiere una potencia de 37,87 Watts para el funcionamiento del
agitador.

o También, se tuvo en cuenta lo analizado por el compafiero Daniel Galeano (2018),
donde obtuvo buenos resultados trabajando con una lavadora, para la
centrifugacion final del bagazo y el aumento del rendimiento del proceso de
extraccion, a través de un motor de configuracion de correa y poleas a 1200 RPM.

En los dos casos de los pasantes anteriores, se estudio la caléndula, por lo cual, se decidid
trabajar con un disefio en funcion de un percolador de capacidad de 150 litros, que, en
comparacion de los resultados obtenidos, Maria Alejandra concluyo que la mejor
configuracion para la caléndula es un percolador de 50 L con un tiempo de extraccion de
9 horas; y Daniel, concluyo que la mejor configuracion es un percolador de 150 L, con un
tiempo de extraccion de 3 horas.

RESULTADOS

Se determind la longitud de un tanque con una capacidad del 20% mas del volumen a
ocupar, ya que, por heuristicas de disefio, se sugieren que el equipo sea llenado solo hasta



el 80% de su capacidad total. Por lo cual se realizé un disefio en funcion de una capacidad
de extraccion de 150 L (anexos 19y 20).

V=m*xr?xh
V =mx300% % 700
V =197,92 * 10 mm3 = 197,92 Litros = 0,8 = 158,33 Litros
Ademas de la implementacion de agitacion, con respecto al proceso actual, también se
plante6 la inclusién de hermeticidad, temperatura (a través de una chaqueta de
calentamiento con aislamiento para evitar pérdidas de energia) y recirculacion, en este
nuevo disefio, disminuyendo las perdidas, aumentando la solubilidad y la absorcion de los

metabolitos secundarios en el solvente. En la tabla 13, se muestran las dimensiones
propuestas para este percolador:

Tabla 13. Dimensiones del Percolador.

DIMENSIONES DEL PERCOLADOR

Diametro (mm) 590

Pre-Filtro Altura (mm) 700

Apertura Orificio (um) 20

Didmetro (mm) 600

Recipiente Interno Altura (mm) 700
Capacidad (L) 150

Didmetro (mm) 650

Recipiente Externo Altura (mm) 900
Longitud Patas (mm) 550

Espesor (mm) 25

Chaqueta de Calentamiento | Aislamiento (Fibra Vidrio) (mm) | 10

Temperatura Interna (°C) 37

Recipiente Recolector Diametro (mm) 600
Altura (mm) 700
Servomotor Potencia (W) 37,87
Motor Centrifugo RPM 1200
Bomba HP's 0,5

Filtro Tamario de Particula (um) 0,5

Tuberia Diametro Interno (mm) 5




La disolucidn de las sustancias extraibles es facilitada por el incremento de la temperatura,
ya que contribuye al desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion y aumenta
el rendimiento del proceso. Sin embargo, algunos principios activos pueden ser
termol&biles y pueden destruirse (Olivo, F, et al., 2017), por lo cual se recomienda analizar
el aumento moderado de la temperatura, entre un promedio de 30 a 40°C, en funcion de la
recomendacion de trabajar los procesos de extraccion con temperaturas por debajo de 60°C
segun la USP 40.

+ Debido a la aplicacién de estas nuevas variables, el método de extraccién ya no
seria la maceracion, seria un proceso de extraccion solido/liquido, 0 mas conocido
como lixiviacion.

Lixiviacion: Que es la disolucion preferente de uno o mas componentes de una mezcla
solida por contacto con un disolvente liquido. La separacion implica la disolucion selectiva
del soluto por un liquido con el que es miscible. Para los materiales bioldgicos, los
constituyentes solubles suelen estar dentro de las células (anexo 21).

Para hojas, tallos y raices son secados previamente lo cual ayuda a romper las paredes
celulares; el disolvente ataca directamente al soluto, por lo cual también es supremamente
importante el primer contacto y penetracion del solvente con la planta (McCabe, W.L.,
2007). En la figura 11, se observan las etapas de lixiviacion en una particula:

Etapas de Lixiviacion:

Transferencia del solvente de la solucidn a la superficie del sélido.
Difusién del solvente en los poros del sélido.

Disolucion del soluto en el solvente.

Difusidn del soluto a la superficie de la particula.

Transferencia del soluto fuera de la superficie de la particula.
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REACTIVO LIXIVIANT

SOLUCION
LIXIVIADA
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SOLUTO ﬁ*’l PORTANTE

Figura 11. Etapas de Lixiviacion.

Cualquiera de las cinco etapas puede ser responsable de limitar la velocidad de extraccion.
Suelen ser rapidas la transferencia de solvente a la particula y la disolucién del soluto en el
disolvente.

El proceso de extraccion se subdivide en dos categorias de acuerdo con el mecanismo
responsable por la etapa de disolucion (McCabe, W.L., 2007):

1. Aquellas operaciones que ocurren debido a la solubilidad del soluto con el solvente.
En este caso la velocidad de extraccion es controlada por el fendmeno de difusion.

2. Extracciones donde el solvente reacciona con un constituyente del material sélido
para producir un compuesto soluble en el solvente. En este caso la cinética de la
reaccion que produce el soluto juega un papel preponderante.

En nuestro caso, el mecanismo responsable de la etapa de disolucién es el primero.
Ademas, si el sélido esta constituido por una estructura inerte porosa, con el soluto y el
disolvente, localizados en los poros del solido, la difusion a través del sélido poroso se
puede describir como una difusividad efectiva.

La trituracion es un proceso importante para la extraccion, cuando mas pequefio sea el
tamafo de particula, mayor es el area interfacial entre el sélido y el solvente, y, por lo tanto,
mas alta la transferencia de masa y mas pequefia la distancia entre el soluto a difundirse y
el sélido que lo contiene. Por lo cual se hace necesario analizar la eficiencia del molino



utilizado en el laboratorio, y si llega a ser muy baja, plantear un nuevo disefio, ya que este
es un parametro importante.

En este trabajo, se realizé el disefio en funcidn de una sola etapa. En la figura 12, se observa
el balance de lixiviacion en esta etapa:

) Solido lixiviado
Solido a lixiviar i
B masa insoluble

E, masa(A+C)

B masa insoluble

F masa(A+C)

yve masa C/(masa(A+C)
N masa B/masa (A+C)

v, masga C/(masa(A+C)
N, masa B/masa(A+C)

Solucidén lixiviada
Disolvente R, r‘qasa(ﬁ.+c}

Ry masa(A+C) X, masa C/{masa{A+C)
Xg Mmasa C/(masa(A+C)

Figura 12. Lixiviacion en Una Sola Etapa.

BALANCES DE MATERIA

o Balance de Soluto C:

Fxyp+Ry*xxg=Mx*yy

o Balance de Solucion (Soluto + Disolvente):

F+Ry=M
N.__ B _B
MTF+R, M

_Yr*F+ R *xg
YM =TT LR,




+ En caso de no tener la composicion exacta de los metabolitos en los extractos, ni la
cantidad retenida, se dejaron los balances planteados.

Se implemento también un pre filtrado, a través de una malla de acero inoxidable de 20
micras, para evitar el paso de material solido, que se llevara a través de una bomba de vacio
a recirculacion al percolador, y finalizado el tiempo de extraccion, se abre la valvula, para
el paso a la primera recoleccion, que pasara primero por un filtro de 0.5 micras, para
asegurarnos de tener un excelente extracto. Se realizard una segunda recoleccion en el
mismo recipiente, a través del centrifugado final del bagazo para obtener el mayor
rendimiento del proceso. Ademas, se plantea la hermeticidad del equipo, para evitar la
pérdida de componentes de interés por evaporacion, debido a la temperatura.

Después de varios trazos en papel, se planted un trazo final (anexo 22), y el diagrama de
bloques del percolador como se observa en la figura 13, que luego se llevo al software
SolidWorks, donde se realizo finalmente una simulacién de movimiento. En las figuras 14
y 15, se observa el disefio final obtenido a través de SolidWorks - 2018:

RECIRCULACION

Planta Pulverizada
> Pl‘lE'RCOLAfDOR | Bomba vac Valvula Contral | Primera Recoleccion o
. (3"1,‘.?;0'”’%:‘)"&' »| Bomba Vacio Flujo Recipiente
Solvente Hidroalcohalico g ' . - Recolector
i . Segunda Recoleccion
i
! i
H i
\j H

i Centrifugacion
Bagazo

Figura 13. Diagrama de Bloques del Disefio del Percolador.



Figura 14. Vista Isométrica del Disefio del Percolador.

Figura 15. Vista Superior del Disefio del Percolador.



BALANCE DE ENERGIA EN LA CHAQUETA

Ecuacion general de Disefio:
Q = Uy * Ag * ATy,
Primera Suposicion:
Para el andlisis, se utilizara vapor de agua a razon de 1 kg/cm? absolutos como medio de

calentamiento. Cp =1 caloria/g°C, para calentar 230 kg/h de material dentro del percolador,
y llevarlo de 18 °C a 37 °C.

Calculos:
Calor Ganado = Calor Perdido

Qp = M3 * (H; — H,)
Qg =My *Cp * (T, —Ty)
Qg =230 % (1) = (37 — 18) = 4370 kcal/h

e De las tablas de vapor: Hy = 655,5 kcal/kg y Hc = 150,9 kcal/kg

4370 = M, * (655,5 — 150,9)

e - 4370
37 (655,5 —150,9

= 8,66 kg/h de Vapor

Diferencias de Temperatura:

AT, = 132 °C
AT, = 113 °C
_132-113 o
AT, = IT_Z =122,25°C
n\113



Area de Transferencia de Calor:

Teniendo en cuenta que U =730 kcal/hm?C, para el agua como fluido a través de una
pared de acero inoxidable (Ingenieria del Calor, 2013):

4370 = 730 x Ay x 122,25

Ay = 0,049 m?

TmedicAgua = 0,5 % (18 + 37) = 27,5 °C
Suponiendo que, ho = 3452 kcal/hm?°C y h, = 2752 kcal/hm?°C:
2752 % (T; — 27,5) = 3452 % (150 — T,)

T, = 95,66 °C



Conclusiones y Recomendaciones



CONCLUSIONES

v

La extraccion es un factor clave para la empresa, ya que esta, es la esencia para
obtener excelentes productos que garanticen la accion fitoterapéutica, por lo cual,
se debe ratificar la presencia y proporcién de estas sustancias en las formas
farmacéuticas producidas por el laboratorio, para una mayor calidad y satisfaccion
final del cliente.

Se avanzé en un 70% en la cuantificacion de quercetina en el extracto de caléndula,
determinando una primera aproximacion del valor de la concentracion de 5,2180
ppm en los extractos.

El resultado encontrado, con respecto a lo reportado por Alina O. Matei (2015) de
49 ug/g para un extracto de caléndula con solvente al 30% de alcohol, es bajo.
Aunque se encontro en la literatura, que al aumentar el grado de alcohol aumenta
la concentracidon de quercetina en los extractos de caléndula, no se recomienda
trabajar con grados altos de alcohol, debido a la formacion de clorofila durante el
proceso, que posteriormente dificulta la produccion.

Se integré los trabajos realizados por pasantes anteriores, dando continuidad a la
mejora del proceso de extraccion que se viene realizando en el laboratorio.

Se planted el disefio del percolador en funcion de una transferencia del proceso
actual estatico, a un proceso dinamico que mejore el rendimiento de la extraccion,
con una forma cilindrica y conica en el fondo, para evitar asi, posibles zonas
muertas.

Con la hermeticidad, la recirculacion, la temperatura, y la utilizacion de un pre filtro
de 20 micras y otro final de 0,5 micras, se espera optimizar el tiempo de extraccion,
obtener mayor concentracion de los metabolitos en los extractos, y una mejor
calidad de este, con respecto a microorganismos y propiedades fisicoquimicas.
Por norma, si se desea aplicar este disefio para todos los extractos, se debe comprar
un pre filtro de acero inoxidable para cada planta en especifico.

Se realiz6 la simulacion de movimiento en funcion de las variables aplicadas al
disefio del percolador.



RECOMENDACIONES

>

Se recomienda seguir trabajando en la cuantificacion, no solo del extracto de
caléndula, si no con todos los extractos utilizados para la produccion del laboratorio
Labfarve.

Se recomienda comprar un extracto de caléndula estandarizado, llevarlo a analisis
en HPLC con el mismo marcador de quercetina y sistema cromatografico, para
compararlo con los resultados obtenidos.

Se recomienda complementar el disefio propuesto del percolador, donde se analice
mas a fondo la mecanica de fluidos (caidas de presion), para definir un diametro
optimo de la tuberia en funcién del flujo de salida, y la potencia necesaria de una
bomba de vacio, con buena eficiencia.

También se recomienda analizar la forma més adecuada de sacar el bagazo al final
del proceso, como, por ejemplo, la implementacion de un brazo mecanico que
ayude a sacar el pre filtro, y asi, poder limpiar el percolador de una manera facil y
rapida, ya que la limpieza es un punto clave en la produccion.

Se debe analizar cuales metabolitos secundarios especificos son los que dan la
accion terapéutica a los productos fabricados por el laboratorio, para poder
implementar la variable temperatura en otros extractos, y asi evitar la pérdida por
evaporacion de compuestos termolabiles.

Se propone para un trabajo posterior, realizar un disefio experimental donde se
evallen puntos de cuantificacion por HPLC y grados de alcohol, con montajes de
extraccion a escala laboratorio (anexo 23), con temperatura y agitacion, para
compararlos con la extraccion que se hace en el laboratorio, y analizar si
efectivamente estas nuevas variables optimizan el tiempo de extraccion, y
aumentan la concentracion en los extractos.

Se propone también, analizar con que propiedades queda el bagazo después de la
extraccion, para darle una posible aplicacion y valor agregado, ya que este
finalmente se desecha.
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ANEXOS

Anexos 1. Camaras Cromatogréaficas para la CCD.




Anexos 2. Apertura de los Tamices Utilizados para la Granulometria.

Tamiz | Apertura (in) | Apertura (mm) | Apertura (um)
20 0,0331 0,84 841
40 0,0165 0,42 419
60 0,0098 0,25 249
80 0,007 0,18 178
100 0,0059 0,15 150

Anexos 3. Placa Cromatogréfica de la Planta Pulverizada de Caléndula.

—  Tamafio de Particula
— 50 - 70 % de Retencién



Anexos 4. Placa Cromatogréfica de la Tintura de Caléndula.




Anexos 5. Placa Cromatografica del Extracto Fresco de Caléndula.




Anexos 6. Cromatografia del Extracto de Caléndula.

CROMATOGRAFIA DEL EXTRACTO DE CALENDULA

Extracto
Calendula Solvente Solvente Solvente Solvente Solvente
|
I
I
I
|
—
|
e |
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QUERCETINA

Solvente




Anexos 7. Cromatégrafo JASCO EXTREMA.




Anexos 8. Rellenos de Columnas (USP 40, NF 35).

Tamaiio de Valores Relativos
Longitud Didmetro de fa Particula Tiempo de
(L, mm} Columna (dc, mm) (dp, pm) L/dp F N Presién Corrida
250 46 10 25000 0,5 0,8 0.2 33
150 4,6 5 30000 1.0 1,0 1,0 1,0
150 2,1 5 30000 0,2 1,0 1,0 1,0
100 46 3,5 28600 1,4 1,0 1,9 0,5
100 2,1 3,5 28 600 03 1,0 19 0,5
75 4,6 2,5 30000, 2,0 1,0 4,0 0,3
75 2,1 25 30000 0,4 1,0 4,0 0,3
50 4,6 1.7 29400 2,9 1,0 8,5 0,1
50 2,1 1,7 29400 0,6 1.0 8,3 0,1

Anexos 9. Desgasificacion de los Solvente con Ultrasonido.

S




Anexos 10. Sistema de Filtracion por Membrana 0,45 um para Solventes.

—_




Anexos 11. Hidrolisis Acida del Extracto Hidroalcohélico de C. Officinalis.

gE |




Anexos 12. Fraccionamiento Liquido — Liquido del Extracto de C. Officinalis con Eter Etilico.







Anexos 14. Cromatogramas de las Soluciones Patron para la Curva de Calibracion.
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Anexos 15. Datos Obtenidos para la Curva de Calibracion.

DATOS CURVA DE CALIBRACION

18 1 11,44 1547 26270
' 2 11,312 1668 29336
1 11,233 2541 45401

27 2 11,23 2377 38869
36 1 11,232 2564 44100
' 2 11,163 2733 44937
45 1 11,075 3400 56930
' 2 11,082 3688 61659
54 1 11,403 3649 59315
' 2 10,962 3980 61632
6.3 1 10,842 4568 72064
' 2 10,852 4545 71175




Anexos 16. Datos de la Regresién y Suavidad de la Curva, obtenidos del Software GraphPadPrism.

Best-fit values

Slope 8391 £ 339,7
Y-intercept when X=0.0 16096 + 1471
X-intercept when Y=0.0 -1,918

1/slope 0,0001192
95% Confidence Intervals

Slope 7448 to 9334

Y-intercept when X=0.0 12011 to 20181

X-intercept when Y=0.0

-2,696 to -1,293

Goodness of Fit

R square 0,9935
Sy.x 1279
Is slope significantly non-zero?
F 610,2
DFn, DFd 1,000, 4,000
P value <0,0001
Deviation from zero? Significant
Data
Number of X values 6
Maximum number of Y replicates 1
Total number of values 6
Number of missing values 0




Anexos 17. Cromatogramas del Extracto de Caléndula a Diferentes Longitudes de Onda CH8 = 370 nm
“Optima”.

Channel: CHS
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Anexos 18. Cromatogramas del Extracto de Caléndula Hidrolizado a Diferentes Longitudes de Onda CH8 =
370 nm “Optima”.
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Anexos 19. Medidas Recipiente Interno [mm].




Anexos 20. Medidas Recipiente Externo en [mm].
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Anexos 21. Estructura de una Célula Vegetal.
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Anexos 22.

Trazo Final en Papel del Disefio del Percolador.




Anexos 23. Pruebas de Laboratorio para Disefio Experimental.

Planta Pulverizada + Solvente (20L fijo)
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