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Resumen

Extraccion con CO2 Supercritico de Metabolitos secundarios de Flores de Manzanilla

Se estudio los pardmetros que afectan el proceso de extraccion de metabolitos secundarios de flores de
manzanilla (Matricaria Chamomilla), procedentes de Colombia, mediante la técnica de extraccién con CO
en condiciones supercriticas. Se realizé un disefio experimental de tipo punto central con andlisis
unidimensional que permitié el estudio de temperatura (35 °C, 45 °C y 55 °C), presién (150, 250 y 350
bares) y flujo de CO: (5, 10 y 15 Kg/hr) como parametros de extraccion y se desarrollé en estudio cinético
a lo largo de 6 horas que permitié determinar el punto de mayor rendimiento de extraccion. El estudio se
realizé en un sistema de extraccién a escala piloto de 7 L, posteriormente se aplicaron las mejores
condiciones de extraccion a la extraccion de flores de manzanilla procedentes de las regiones de San
Cayetano y Chipaque en Cundinamarca i Colombia, se caracteriz6 y comparo su composicion mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se lograron los rendimientos mas altos y
eficientes en el punto (45 °C, 250 bar, 20 kg/h y t: 3 h) obteniendo un rendimiento de 5,11 % para las flores
procedentes de Chipaque y 3,82 % para las flores procedentes de San Cayetano. Se detect6 la presencia
deb f ar n matrieimy mayoritariamente de U-bisabolol y sus 6xidos en ambos extractos. El resultado
permitié conocer las condiciones mas adecuadas de extraccion y detectar la presencia de metabolitos de

alto interés en flores de manzanilla procedentes de Colombia.

Palabras clave: Extraccion CO2 supercritico, Matricaria Chamomilla, Fitocompuestos, Manzanilla.



Abstract

Supercritical CO2 extraction of secondary metabolites from chamomile flower heads

The parameters that affect the extraction process of secondary metabolites from chamomile flowers
(Matricaria Chamomilla), from Colombia, were studied using the CO: extraction technique under
supercritical conditions. A central point type experimental design was carried out with one-dimensional
analysis that allowed the study of temperature (35 °C, 45 °C and 55 °C), pressure (150, 250 and 350 bar)
and CO: flow (5, 10 and 15 Kg/hr) as extraction parameters and a kinetic study was developed over 6 hours
that allowed determining the point of highest extraction yield. The study was carried out in a 7 L pilot scale
extraction system, then the best extraction conditions were applied to the extraction of chamomile flowers
from the regions of San Cayetano and Chipaque in Cundinamarca - Colombia, its composition was
characterized and compared using gas chromatography coupled with mass spectrometry. The highest and
most efficient yields were achieved at the point (45 °C, 250 bar, 20 kg/h and t: 3h) obtaining a yield of
5,11 % for the flowers from Chipaqueand 3,82 % f or the fl owers from S
farnesene, mat r i-bisabol@ and its bxidesawiasndetgctedlin both extracts, as well as the
reduction of their concentration throughout the extraction kinetics. The result allowed to know the most
suitable extraction conditions and to detect the presence of metabolites of high interest in chamomile flowers

from Colombia.

Key words: Supercritical fluid extraction (SFE), Phytochemicals, Matricaria Chamomilla.
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1. Introduccion

La biodiversidad es un amplio tesoro natural lleno de conocimiento que apenas es comprendido (Rozman,
2015). Colombia es un pais privilegiado por su diversidad de microclimas, ubicacion geogréfica y acceso a
los océanos Pacifico y Atlantico, esto permite que su vegetacion y fauna sea muy variada, rica en especies
endémicas y tenga gran diversidad genética, se desarrolle y cultive a plenitud en los diferentes suelos
nacionales (Melo Guerrero et al., 2020; Sierra et al., 2018). Colombia es uno de los 17 paises considerados
megadiversos, pues este contiene un 15 % de la biodiversidad del planeta en un 0,77 % de su superficie

terrestre (Villada Gallego, 2018). Siendo asi, desarrollar el pais alrededor de la biodiversidad es un proyecto

nacional . La misi-n de sabios |l evada a cabo en
model o de econom2a sosteni bl e baswyaCGOP t&éColbrmbia20R4tar
con | a n gphnearadue paa @ afio 2030, la bioeconomia sostenible basada en biodiversidad

abarque el 10% del PIB nacional lo que conlleva una revolucién manufacturera que incentive el estudio, la

inversion y el desarrollo de bioproductos (Ministerio de Ciencia Tecnologia e Innovacién, 2019).

En Colombia existen especies vegetales cuyos compuestos activos son materia prima para el desarrollo de
bioproductos de alto valor agregado como los extractos naturales (Melo Guerrero et al., 2020).
Aproximadamente 3000 especies de plantas medicinales se caracterizan por contener compuestos
guimicos llamados metabolitos secundarios (Bernal & Mesa, 2022) de las cuales se comercializan 150
especies que mantienen una alta actividad comercial (Roldan, 2010). Las formas concentradas de los
metabolitos secundarios se llaman extractos naturales y tienen propiedades organolépticas (olor y sabor),
farmacéuticas (antisépticas, anticancerigenas, cicatrizantes) y funcionales (antifingicas, controladores de
plagas, promotores de crecimiento) muy atractivas para el mercado nacional e internacional (Ebrahimi et
al., 2021; Klimaszewska et al., 2018; Montoya Cadavid, 2010).

Para el aflo 2020 habian sembradas 20000 hectareas de plantas aromaticas en Colombia, los
departamentos de Valle del Cauca, Cundinamarca, Tolima, Risaralda y Antioquia abarcaban mas del 87%
de la produccion nacional (Corpoica et al., 2016; Zapata Quinchia, 2021). Las importaciones de los
productos derivados de las plantas aromaticas fueron 150 millones de USD donde extractos naturales
participaron con un 46%. Asimismo, las exportaciones fueron de 49,2 Millones de USD, donde
contrariamente las plantas arométicas participaron con un 67% y extractos naturales en un 4,3% (Corpoica
et al., 2016; Juarez, 2024). El tratado de libre comercio con Estados Unidos indica que la exportacion de
derivados de hierbas aromaticas incrementa sostenidamente un 10,5 % afo tras afio, haciéndolo un
mercado en fuerte crecimiento economico (Juérez, 2024). La produccion de hierbas arométicas y sus
derivados en Colombia tiene una tradicion e infraestructura con potencial para desarrollarse
economicamente trascendiendo de plantas frescas a productos de alto valor agregado como los extractos

naturales.
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Uno de los productos derivados de plantas aromaticas de alto interés es el extracto de la flor de la
manzanilla por sus propiedades farmacoldgicas (antimicrobianas, antiespasmaodicas, antiinflamatorias y
anticancerigenas) y sus usos comerciales (Ebrahimi et al., 2021). El municipio de Chipaque i
Cundinamarca cercano a la ciudad capital de Bogota es una region de alta produccion de plantas
aromaticas en fresco. El precio de la planta fresca en el comercio nacional es de 0,8 USD/kg, el de flor de
manzanilla deshidratada como alimento es de 17,6 USD/kg (Silvestre, 2022), el de extracto de flores de
manzanilla varia de 600 USD/kg (Stashenko, 2009) hasta 11128 USD/kg (DoTerra, 2022). En Chipaque y
en la mayoria de Colombia se comercializa la flor de manzanilla en fresco ignorando el valor agregado de

su extracto natural.

Los extractos naturales pueden obtenerse mediante varias técnicas como arrastre con vapor,
hidrodestilacién, prensado en frio, destilacion, fenfleuragedo extraccion con CO; supercritico. La extraccion
con CO; en condiciones supercriticas permite la obtenciéon de extractos con propiedades de mayor valor
agregado y un proceso con mayor eficiencia, selectividad y simplicidad. Las bajas temperaturas del proceso
y el solvente inerte conservan los extractos quimicamente idénticos a los metabolitos secundarios presentes
en la planta, lo que no ocurre en las extracciones mediante arrastre con vapor e hidrodestilacién (Montoya
Cadavid, 2010). El solvente se separa totalmente del extracto a diferencia de la extraccién con solventes
volatiles que contaminan el producto final (Pantoja, 2016). Las extracciones se realizan en tiempos cortos
y se logran rendimientos altos a diferencia de los métodos de enfleurage y golpeo con resina (Naveen et

al., 2024). El CO; es un solvente amigable con el ambiente y econémico (Martinez, 2009).

El presente proyecto pretende realizar la extraccion de metabolitos secundarios de flores de manzanilla
como aporte para el desarrollo de bioproductos de alto valor agregado de la industria agroquimica en
Colombia, especificamente en los municipios de Chipaque i Cundinamarca y San Cayetano -
Cundinamarca por su tradicion y potencial en el desarrollo de la industria y comercio de hierbas aromaticas.
También, aprovechando la reciente instalacion de un equipo a escala piloto de extraccion con CO;
supercritico en la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota. El objetivo de este trabajo es determinar
el tiempo, la presion, la temperatura y el flujo de CO; donde se obtiene el rendimiento mas alto del extracto
de flores de manzanilla cultivadas en Colombia (Chipaque y San Cayetano - Cundinamarca) obtenido
mediante CO; en condiciones supercriticas. Para ello se estudiara la extraccion entre 150 - 350 bares, 35
-553 ,5-20kg/h de flujo de CO. y se realizara un estudio cinético durante 6 horas. También se comparara
la composicion quimica de los extractos producto de las flores cosechadas en las regiones seleccionadas.
Realizar este estudio es una oportunidad para generar economia alrededor de la biodiversidad a través de

bioproductos sostenibles, competitivos y que produzcan bienestar a las personas.



2. Marco teorico y antecedentes

En la presente seccion se desarrollan algunos conceptos clave para la comprension del proceso de
extraccion de flores de manzanilla con CO- supercritico. Se divide en 3 partes: 1. plantas medicinales,
metabolitos secundarios y extractos naturales; 2. la planta, el cultivo y el extracto de flores de manzanilla;
y 3. métodos de extraccion de metabolitos secundarios con un especial desarrollo en la extraccion con

fluidos supercriticos.

2.1 Plantas medicinales y aromaticas, metabolitos secundarios y extractos

naturales

Los extractos naturales son mezclas organicas concentradas de metabolitos secundarios contenidos en
una parte especifica de una planta aromatica o medicinal con la cual se relaciona su nombre (Montoya
Cadavid, 2010; Saeed et al., 2022). Estos metabolitos secundarios son moléculas volatiles de bajo y
mediano peso molecular (100 - 350 daltones) que generalmente evocan la fragancia y propiedades de la
planta de la cual recibe su nombre (Stashenko, 2009). Son utilizados ampliamente en la industria

aprovechando su potencial farmacolégico y propiedades organolépticas a través de diferentes productos.

2.1.1 Plantas medicinales y aromaticas

Las plantas que sintetizan compuestos quimicos que en pequefias cantidades tienen uso o potencial
farmacoldgico se denominan plantas medicinales, a lo largo de la historia el ser humano ha utilizado plantas
medicinales para tratar, mitigar y contrarrestar sintomas y enfermedades (Sierra et al., 2018; Stashenko,

2009). Solo el 0,6 % de las plantas medicinales producen compuestos aromaticos ( Ce |l i k & KI har
Montoya Cadavid, 2010). Los compuestos quimicos que contienen estas propiedades aromaticas y
medicinales se conocen como metabolitos secundarios de interés. En Colombia, cerca de 150 especies de

plantas aromaticas y medicinales son comerciales y tienen cantidades apreciables de metabolitos
secundarios (Bernal & Mesa, 2022; Sierra et al., 2018).

Los compuestos quimicos que son responsables de las propiedades farmacolédgicas y organolépticas no
se encuentran de manera uniforme en la planta (Montoya Cadavid, 2010). Se encuentran en
microestructuras como glandulas, cavidades esquizégenas, canales lisigenos o tricomas repartidos en
macroestructuras como las semillas, corteza, raices, hojas, flores, frutos o tallos (Montoya Cadavid, 2010;
Stashenko, 2009). En la Tabla 1 se observan varias especies vegetales, uno de sus metabolitos
secundarios de interés, la ubicacion en la planta de la alta concentracion de este metabolito secundario de

interés y una propiedad farmacologica de interés.



Tabla 1. Especies vegetales, metabolito secundario de interés, ubicacion y propiedad etnofarmacoldgica.
Adaptado de: (EI-Seedi et al., 2021; Montoya Cadavid, 2010; Stashenko, 2009)

Nombre de la Planta
Ciprés

Cupressus empervirens
Lavanda

Lavandula angustifolia
Menta

Mentha spicata
Yerbabuena

Mentha  spicata
Crispa

Limoncillo
Cymbopogon citratus
Eucalipto
Eucalyptus globulus
Rosa

Arnica montana
Limén

Citrus limon
Mandarina

Citrus reticulata
Tomillo

Thymus vulgaris
Manzanilla

Matricaria chamomilla

Caléndula
Calendula officinalis
Cannabis

Cannabis sativa
Jengibre

Zingiber officinale

var.

Macroestructura Metabolito

y

secundario
Ramas
limoneno
Flor Linalol
Planta entera Mentol
Carvona
Geraniol
Hojas Felandreno
Flor Damascona
Cascara del fruto  Limoneno
Limoneno
Planta entera Timol
Flor Matrici
bisabolol
farneseno
U-Lonona
THC CBD
Raiz Gingerol

2.1.2 Metabolitos secundarios

U-Pineno, careno y

na;s

b

Propiedad farmacolégica

Antiviral

Reduccién de la ansiedad

Calmante, tonico y

estimulante estomacal

Estimulante de la digestién

Repelente de insectos

Alteracion de las vias
respiratorias

Regeneracion celular
Antiescorbutico

Reductor de la ansiedad
Estimulador del sistema

circulatorio, antiséptico
Analgésico, antimaterial vy

anticancerigeno

Cicatrizante y fungicida

Anti convulsionante, relajante.

Control del dolor y Ila

inflamacioén



Las plantas sintetizan una amplia gama de compuestos organicos, entre ellos los metabolitos primarios
(proteinas, lipidos, azucares, &cidos nucleicos) los cuales son los compuestos que estan involucrados
directamente en la asimilacion, respiracién, transporte, crecimiento y reproduccion de la planta (Stashenko,
2009). Los metabolitos secundarios son los compuestos organicos que cumplen funciones para la
sobrevivencia de la planta; funciones como defensa contra depredadores, atraccion de insectos benévolos,
control y regulacién de la humedad (Stashenko, 2009). Los metabolitos primarios se encuentran en todas
las plantas del reino vegetal y trasciende este reino, por otro lado, los metabolitos secundarios pertenecen

a una sola especie o familia taxonémica (Sierra et al., 2018).

La concentracion de metabolitos secundarios en la planta depende de factores abidticos y bidticos de la
especie y de su entorno. Los metabolitos secundarios son producidos por las plantas para la defensa de
depredadores y microorganismos, también son atrayentes de insectos benévolos para el control de
enfermedades o facilidad en la reproduccién (Saeed et al., 2022; Sierra et al., 2018; Stashenko, 2009) Las
plantas exudan estos compuestos cuando presentan estrés. Siendo asi, la concentracion de metabolitos
secundarios en la planta cambia segun la etapa de crecimiento, cercania de otras especies como animales,
vegetales, hogos o microorganismos; factores ambientales como la temperatura, el fotoperiodo, la humedad
y préacticas del cultivo (Saeed et al., 2022; Sierra et al., 2018)

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos volatiles clasificados en terpenos, fenoles,
compuestos nitrogenados y otros aromaticos En la Figura. 1 se presentan las estructuras moleculares de
estos compuestos. Los terpenos se sintetizan via del acido mevalénico y la via MEP. Los compuestos
fendlicos se sintetizan via acido shikimico y acido maldnico vy, los nitrogenados se producen a través del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (Dhifi et al., 2016). Son sintetizados por actividades metabdlicas de células

individuales o grupo de células especializadas mediante diferentes rutas metabdlicas (Saeed et al., 2022).
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Figura. 1 Estructuras moleculares de metabolitos secundarios



Los terpenos constituyen el grupo mas numeroso y abundante de metabolitos secundarios y se les atribuye
las cualidades méas aromaticas de los extractos naturales (Sierra et al., 2018). Los terpenos se clasifican
en monoterpenos y sesquiterpenos; ofrecen una actividad sensorial desde un suave herbal hasta un frutal
intenso (Montoya, 2010). Entre los monoterpenos mas abundantes estan el linalol, nerol, geraniol, limoneno
y citronelol y los sesquiterpenos mas conocidos son farnesol y nerolidol (Montoya, 2010). Los compuestos
fendlicos, en su mayoria polifenoles como cumarinas, lignanos y flavonoides tienen alta actividad tienen
alta actividad antioxidantes reaccionando con radicales libres y evitando la degradacion celular (Dhifi et al.,
2016; Saeed et al.,, 2022). Los compuestos nitrogenados son principalmente alcaloides y glucdsidos
cianogénicos. Estos son fisiologicamente activos en humanos como la cocaina, nicotina, morfina que son
compuestos muy importantes para la industria (Sierra et al., 2018). Otros tipos de compuestos también
estan presentes como acidos libres, alcoholes, aldehidos, cetonas (algunos se responsabilizan de la
oxidacion, polimerizacién, fermentaciones, aromas picantes, rancios) (Montoya, 2010). En la Tabla 2 se

presentan algunos metabolitos secundarios clasificados segln su tipo y especie vegetal relacionada.

Tabla 2. Metabolitos secundarios por tipo y especies vegetales relacionadas

Metabolito secundario Especie vegetal

Terpenos

Limoneno, Linalool, Farnesol, geraniol, Manzanilla, Pimienta, Mandarina, jazmin

chamazuleno

Fenoles

Timol, carvacrol, eugenol Tomillo, orégano, canela, albahaca

Compuestos nitrogenados

Cocaina, nicotina, morfina Coca, tabaco, amapola

Otros compuestos oxigenados

Acetato de cinamilo, benzoato de bencilo, Rosa, canela, ruda

alcohol 2-feniletilico




2.1.3 Extractos naturales

Los extractos naturales son sustancias y productos altamente concentrados de los metabolitos secundarios
extraidos de una parte especifica de una planta. Los extractos naturales tienen diversas formas de
presentacion generalmente liquidas o semisélidas que tienen los mismos metabolitos secundarios
presentes en las plantas de la cual se relaciona su hombre, pero en una concentracién de 75 a 100 veces
mayor (Montoya Cadavid, 2010). Por ello son capaces de transmitir las funcionalidades (anti-alimentaria,
antifingica, atrayente, defensiva), propiedades medicinales (anticancerigena, dinamizador del
metabolismo, relajante) y propiedades organolépticas (sabores, olores, colores) de manera mucho mas
intensa, rapida y eficiente que las plantas (Montoya Cadavid, 2010; Saeed et al., 2022; Seidler-Lozykowska,
2010). Los extractos naturales son estables en el tiempo lo que ha permitido su integracion en la industrial
desde el siglo XVII hasta la actualidad (Stashenko, 2009). La mayoria de las plantas contienen de 0.01-
10% de contenido en extracto y la cantidad media en la que se encuentran la mayoria de las plantas es de
0.1-2.0% (Mahady, 2005; Montoya Cadavid, 2010).

Los extractos naturales agrupan varios productos derivados de las plantas aromaticas y medicinales que
contienen altas concentraciones de metabolitos secundarios. Estos productos se clasifican en aceites
esenciales, concretos, oleorresinas, absolutos, pomadas y extractos de CO,; estos productos coinciden en
mantener la esencia y propiedades de las plantas relacionadas, pero tienen cambios en su composicién
causadas por el proceso u operacién unitaria mediante la cual se extrajeron. En la Figura. 2 se muestra

la relacion entre los diferentes tipos de extractos naturales.

Concreto Lavado con Etanol Lavado con Etanol
) » Absoluto < Pomada
Oleorresina
CO2 Supercritico
Aceite esencial 1 Aceite esencial

Extracto de CO2

Figura. 2 Productos Basados en metabolitos secundarios de las plantas aromaticas y medicinales
Adaptado de (Suaza Montalvo & Arrieta Escobar, 2021).



Los aceites esenciales se obtienen por arrastre con vapor, hidrodestilacién o prensado en frio del material
vegetal (Stashenko, 2009). Todo el espectro de metabolitos secundarios del material vegetal se extrae,
tanto los metabolitos secundarios apolares como los polares. Sin embargo, al utilizar temperaturas elevadas
y agua los metabolitos se degradan térmicamente y se oxidan, excepto en la técnica con prensado en frio,

pero el uso de esta técnica se limita a pocas especies vegetales (Kotnik et al., 2007).

La extraccion con COz en condiciones supercriticas es la tecnologia mas recientemente desarrollada para
obtener los metabolitos secundarios (Martinez, 2009) que se conservan tal cual se encuentran en la materia
vegetal debido a que se usan bajas temperaturas en el proceso de extraccion evitando la degradacion de
estos. Con este procedimiento se producen fracciones parciales y especificas de los metabolitos
secundarios o todo el espectro de metabolitos encontrado en las plantas. Extrae los componentes

polares del material si se utiliza un cosolvente como el etanol.

Los concretos u oleorresinas son los extractos obtenidos mediante la extraccion con solventes. Los
solventes mas utilizados son hexano y éter de petroleo que extraen los metabolitos secundarios, las ceras
y los colorantes (Montoya, 2010). El proceso requiere complementar la separacion del solvente de las
oleorresinas, lo que incrementa el costo, deja impurezas en el extracto y limita sus usos farmacéuticos o
alimenticios (Saeed et al., 2022). Los absolutos se obtienen lavando las oleorresinas con etanol. Se utilizan
para separar las ceras y precipitarlas a temperaturas de -5 a -10 °C (Montoya, 2010). Son utilizados para
la formulacién de perfumes en su mayoria. Las pomadas se obtienen por el método de enfleurage, el
material vegetal es puesto en contacto con un aceite vegetal, cominmente de oliva o coco, los metabolitos
se solubilizan lentamente en el aceite vegetal. La mezcla del extracto con el aceite vegetal se separa

posteriormente por medios fisicos.

Los extractos naturales con puntos de ebullicion entre 150 y 300 °C tienen un olor intenso y penetrante,
sabor cadstico, irritante y concentrado. Su olor se puede dividir en distintas notas aromaticas que juntas
componen el olor caracteristico de la planta relacionada. Se alteran facilmente bajo la accién de la luz y del
oxigeno, por ello se almacenan en frascos de color &mbar sellados en refrigeracion, asi pueden preservarse
entre 2 y 5 afios (Stashenko, 2009). Son insolubles en agua, inflamables, son de aspecto oleoso y volatiles
(SENA, 2004).

Hace mas de 60.000 afios los primeros hominidos ya utilizaban hierbas medicinales reconociendo
propiedades curativas en ellas (Fores et al., 2002). Los extractos naturales penetran el cuerpo a través de
la piel y las mucosas, debido a su bajo peso molecular pueden ser absorbidos por los poros y foliculos
capilares en un tiempo entre 15 minutos y 12 horas (Montoya Cadavid, 2010). En la actualidad se ha
investigado y utilizado las propiedades farmacologicas de los extractos naturales. El aceite esencial de
caléndula es cicatrizante y fungicida, el aceite esencial de salvia es antiinflamatorio y puede actuar como

laxante natural (Montoya Cadavid, 2010), el aceite esencial de manzanilla es un analgésico, antibacterial y



anticancerigeno (Klimaszewska et al., 2018). Mediante la aromaterapia aceites esenciales de lavanda
generan tratamientos en pro del bienestar mental reduciendo la ansiedad (Ebrahimi et al., 2021). Ademas,
recientemente se ha ganado auge en otras aplicaciones como remplazo de los antibiéticos promotores de

crecimiento utilizados masivamente en animales (Roldan, 2010).

Los extractos naturales causan la interrupcion de las operaciones celulares de las bacterias. Debido a la
diversidad de composicién de los extractos reaccionan en diferentes puntos de los procesos metabdlicos
de las células y modifican la membrana citoplasmatica, desintegrando la pared celular, degenerando las
proteinas de membrana y disminuyendo la fuerza motriz ( Ce | i k & KUoshcampuest@s ®idadtiyos
del aceite esencial son hidrofébicos por naturaleza. Esta hidrofobicidad es la razén clave de la
segmentacion lipidica de la membrana celular bacteriana, lo que resulta en una deformacién que conduce

a una permeabilidad exacerbada (Saeed et al., 2022).

2.2. La planta, el cultivo y el extracto de flores de Manzanilla (Matricaria
chamomilla L)

Matricaria Chamomilla (sin6nimo: Matricaria recutita) es el nombre cientifico de la planta cominmente
conocida como manzanilla dulce o alemana (Sharafzadeh & Alisada, 2011), la planta se muestra en la
Figura. 3. La manzanilla es una planta de crecimiento anual nativa del sur y este de Europa, pero se cultiva
ampliamente en todos los continentes (Chauhan et al., 2022; Singh et al., 2011a). Es una planta herbal y
medicinal presente en la farmacopea de 26 paises y hace parte de la medicina en la mayoria del mundo
(Oliveira, 2012a). El mercado de la manzanilla crece 10 % anual a través de sus derivados de alto valor
utilizados en farmacos, cosméticos, alimentos y productos agricolas (Cifuentes & Moreno, 2001; Singh et
al., 2011; Stashenko, 2009; Zapata Quinchia, 2021).

Figura. 3 Grupo de plantas de manzanilla (Matricaria chamomilla) Elaboracion propia.



2.2.1 Clasificacion y descripcion morfolégica de la manzanilla

La planta Matricaria chamomilla pertenece a la familia Asteraceae, al igual que las margaritas, el girasol y
la caléndula; se caracterizan por tener inflorescencias abiertas y compuestas en un receptaculo conico que
pueden tener 6rganos femeninos, masculinos 0 ambos para hacer eficiente su reproduccion (Chauhan et
al., 2022). En la Figura. 4 se muestra su estructura morfoldgica, la inflorescencia o cabeza floral (B) esta
compuesta por pequefias y verdaderas flores (C) sobre el capitulo o receptaculo conico que esta rodeada
de pétalos blancos que atraen a los polinizadores, en este receptaculo estan los estigmas, anteras y
semillas de la planta (Chauhan et al., 2022). Las raices de M. chamomilla son delgadas en forma de huso
y solo penetran la superficie del suelo, tiene un tallo ramificado que crece hasta una altura entre 10 y 80

cm, cada planta de manzanilla puede producir entre 50 y 80 inflorescencias.

Figura. 4 Morfologia de M. chamomilla; planta completa y florecida (a); inflorescencia (b); receptaculo

florar (c), flor (d), grupo de inflorescencias frescas (e). Adaptado de: (Chauhan et al., 2022).

2.2.2 Parametros del cultivo de manzanilla

La manzanilla es una planta anual, en la zona temperada tarda de 5 a 6 meses en completarse el cultivo,
el cultivo en la zona tropical es constate y tarda 80 - 90 dias entre el dia de la siembra y el dia de la cosecha
(Cameroni, 2010; Cifuentes & Moreno, 2001a). En el cultivo de manzanilla se multiplican las plantas a través
de la siembra de semillas o la siembra de esquejes, debido a la alta disponibilidad de semillas y a la
numerosa mano de obra requerida al sembrar esquejes, es muy comun que los agricultores siembren
semillas. Las semillas se pueden sembrar en el lugar de cultivo o en semilleros como se muestra en la
Figura. 5. La siembra de manzanilla en semilleros permite una mejor seleccion y germinacion de las
plantas, pero requiere realizar actividades de trasplante, la siembra en el lugar de cultivo es técnicamente
simple y no requiere de numerosa mano de obra (Chauhan et al., 2022). Los cultivos especializados utilizan
semilleros para mejoras la genética y calidad de las plantas, los cultivos de mayor envergadura siembran

directamente en el cultivo para reducir costos.

En la siembra de manzanilla las semillas se deben mezclar con arena en una proporciéon de 1:10

(manzanilla: arena) debido al pequefio tamafio de las semillas. Se utilizan de 2,07 12,0 kg de semillas por



hectarea de cultivo se disponen superficialmente 0 a pocos centimetros de la superficie (Cameroni, 2010;
Cifuentes & Moreno, 2001a). Se pueden sembrar continuamente o en distintas geometrias de cultivo,

registrando maximos espaciamientos de 60 cm entre surcos y 45 cm entre plantas (Cifuentes & Moreno,

2001a). La produccion de flores secas de manzanilla es de entre 500 y 1300 kg por hectarea cultivada
(Cifuentes & Moreno, 2001; Salamon, 1992).

Figura. 5 fase inicial del cultivo de manzanilla en semilleros (izquierda), cultivo continuo de manzanilla
(derecha). Adaptado de: (Herbas, 2024; Vermora, 2024).

La manzanilla es una especie de alta adaptabilidad, se cultiva en varios tipos de suelos y climas alrededor
de todo el mundo; es comun observar el desarrollo de las plantas cerca de carreteras y zanjas sin ningun
tipo de proteccion como se observa en la Figura. 6 (Chauhan et al., 2022). Sin embargo, es una planta de
mejor desarrollo en suelos arenosos, arcillosos, neutros a alcalinos y relativamente secos con buen drenaje,
la germinacién de la planta es adecuada entre 10 y 20 °C, la etapa vegetativa de la planta es 6ptima en
temperaturas entre 15 - 20 °C, la floracion es mejor en dias célidos entre 20 y 25 °C y noche frias de 10 °C
(Chauhan et al., 2022; Cifuentes & Moreno, 2001; Singh et al., 2011). En el cultivo de manzanilla se requiere
un manejo integral de plagas que controle los insectos de las familias Miridae, Thripidae, Pseudococcidae
y Noctuidae, pero también que incentive la proliferacion de insectos de las familias Apidae y Syrhidae para
su adecuada polinizacion. El suelo del cultivo de manzanilla es fertilizado por abonos animales y agentes
nitrogenantes 30 dias antes de la siembra (Chauhan et al., 2022); también es critico desyerbar la zona de

cultivo 3 - 4 veces durante etapas tempranas de desarrollo.



Figura. 6 Crecimiento y floracién de una planta de manzanilla en suelo pavimentado a orilla de la

carretera en Bogota 1 Colombia. Elaboracién propia

La manzanilla tiene la caracteristica de que sus flores no maduran sincronicamente, puede que en una sola
planta de manzanilla sus inflorescencias maduren en diferentes tiempos (Chauhan et al., 2022). Esta
caracteristica conduce al mayor problema en la produccion de manzanilla: la cosecha; representa un reto
para los agricultores quienes deben mantener alta eficiencia y bajos costos. En la Figura. 7y la Figura. 8
se muestran algunas tecnologias disponibles para cosechar las flores de manzanilla, como la Hoz con
canastilla (sistema manual) y un rodillo recolector de flores (sistema industrial), que se complementan con
tamices y tamizadoras industriales para obtener las flores de manzanilla sin otros componentes de la flor o
impurezas. Sin embargo, este avance tecnoldgico no es comun entre los agricultores en Colombia (Figura.
9), donde se comercializa la planta en fresco cominmente con tallo y hojas, en parte porque no hay la

capacidad de procesamiento ni se tienen estas tecnologias.



Figura. 7 Hoz con Canastilla para cortar y recolectar la parte superior de las plantas de manzanilla
(izquierda), equipo para el desflore y recoleccion industrial de manzanilla en cultivo a campo abierto
(derecha). Adaptado de: (Herbas, 2024; Monesma, 2022).

Figura. 8 Tamices utilizados en la separacién de flores de manzanilla en pequefia produccion

(izquierda), tambor para la separacion de tallos en alta produccion de manzanilla (centro), maquina
tamizadora para la separacion de flores de manzanilla a escala industrial (derecha). Adaptado de:
(Herbas, 2024; Monesma, 2022).



Figura. 9 Forma de comercializar en atado de plantas frescas de manzanilla en un cultivo en el municipio

de Chipaque i Colombia. Elaboracién propia.

2.2.3 Extracto de la flor de manzanilla

En el extracto de las flores de manzanilla se han identificado 120 metabolitos secundarios diferentes, 28
terpenos, 36 polifenoles y 52 componenetes de grupos funcionales diferentes (Ubessi et al., 2021). Los
aminoacidos, polisacaridos y é&cidos grasos de cadena larga componen cerca del 10 % de la
infloresencia de manzanilla (Oliveira, 2012a). Las flores de manzanilla contienen entre 0,27 2,0 % de
metabolitos secundarios (Oliveira, 2012a). La cantidad de extracto presente en la flores de manzanilla
depende de las condiciones del cultivos, cosecha y procesamiento de la matriz vegetal; sin embargo, la

composicion depende fuertemente del quimiotipo de la manzanilla.

Los principales contituyentes del extracto de flores de manzanilla son terpenos como la
matricina/chamazuleno (2,2 i 21,0 %), U yfarfeseno (2,37 29,8 %), U-bisabolol y sus oxidos (7,0 i
40,0 %), sus estruturas moleculas se presentan en la Figura. 10y Figura. 11 (Chauhan et al., 2022;
Ubessi et al., 2021). Un referente de la calidad del extracto de flores de manzanilla es su color azul
intenso caracteristico de una concentracion alta de chamazuleno; Sin embargo, el chamazuleno no esta
presente en la flores de manzanilla porque es el producto de la hidrdlisis de la matricina como se muestra
en la Figura. 10, reaccion que ocurre en el proceso de extraccion por arrastre por vapor y no en el
proceso de extraccion con CO; supercritico (Kotnik et al., 2007). Por ello, el extracto de flores de
manzanilla obtenido por arrastre con vapor es azul y el obtenido por CO- supecritico es amarillo/anaranjado.
La matricina siendo un componente con mayores propiedades antioxidantes que el chamazuleno junto con
los polifenoles més abundantes que son quecetina, apignina, luteolina, patuletina, umbeliferona y
herniarina (Sharafzadeh & Alizadeh, 2011).
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2.2.4 Usos del extracto de flor de manzanilla

En la Tabla 3 se enumeran los diferentes usos farmacolégicos del extracto de flores de manzanillay en la

Figura. 12 se observan algunos productos derivados del extracto de flor de manzanilla.

Tabla 3. Propiedades del extracto de flores de manzanilla tomado de: (Chauhan et al., 2022)

Propiedad Uso

Organoléptico Sabor, color y olor en los alimentos

Antialérgico Efectivo contra reacciones alérgicas

Antiespasmadico Dolor abdominal, relajante de muasculos e irritacion intestinal
Ansiolitico Efectivo contra la ansiedad

Antimicrobiano Inhibicion del crecimiento de bacteria y hongos
Neuro-protector Ayudante en la recuperacion de desoérdenes neurolégicos
Sedativo Induce el suefio, sedacion y efecto calmante

Antioxidante Rica fuente de antioxidantes

Antidepresivo Efectivo contra la depresion

Anticancerigeno Control sobre células cancerigenas
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Figura. 12 Productos derivados del extracto de flores de manzanilla, extracto liquido de flores de

manzanilla (izquierda) flores deshidratadas de manzanilla para consumo en te (derecha).

2.3 Extraccion con Fluidos Supercriticos

La obtencion de extractos naturales se puede realizar mediante diferentes operaciones unitarias como el

arrastre con vapor, la hidrodestilacién, prensado en frio, enfluarage, destilacion, soxhlet y extraccion con



fluidos supercriticos (Montoya Cadavid, 2010; Stashenko, 2009); todas estas técnicas son implementadas
en la industria y en laboratorio aprovechando sus propiedades y caracteristicas especiales.

En la Figura. 13 se muestra un esquema del funcionamiento de la técnica de arrastre con vapor,
hidrodestilacion y enfleurage. El arrastre con vapor consiste en confinar el material vegetal en un recipiente
por el cual se hace pasar vapor de agua, los metabolitos son arrastrados por el vapor, posteriormente
condensados y separados del agua por su caracter hidrofobo; la hidrodestilacion es muy similar pero el
material vegetal esta sumergido en agua liquida lo que reduce la temperatura de la operacion. Estas
técnicas pueden extraer todo el espectro de metabolitos secundarios del material vegetal y es técnicamente
sencilla. Sin embargo, los metabolitos reaccionan se oxidan con el agua, hay degradacion térmica por las
altas temperaturas y los rendimientos son muy bajos (0,05% -2,00 %) (Montoya Cadavid, 2010; Stashenko,
2009). En la Figura. 13 también se observa la técnica enfleurage que consiste en almacenar por largo
tiempo el material vegetal en un aceite vegetal oleoso. Esta técnica es muy econdmica de aplicar, pero

requiere de largos tiempos de residencia por ende poco usada en la industria (Montoya Cadavid, 2010).

Extractor Condensador Separador

e
(@)
o 000000000
S
C . i ‘ T
o - " e
S - 3 B e
o > - :
— Hidrolato
< — Harolato >
Extractor Condensador Separador
C
0
o [N
9 NAYAY
=R 000
8 (6)0)XX0)(©)
© l@vggvg' Nesamamna|—| Extracto
o EOYOXONO) T )
= 1900001
T I —| Hidrolato >
o d Bo8
%D OXOX0X0)©) @ 883
S R BBy L8
3 [ooes) X
N
c o X0
] 0)©)© O_no o
0)0)©)0o
ou‘u oo) (o)efe

Figura. 13 Diagrama del proceso de extraccion mediante arrastre con vapor, hidrodestilacion y
enfleurage y equipos utilizados para el proceso  agua, material vegetal, = metabolito secundario,
aceite vegetal.

El prensado en frio consiste en aplicar una fuerza en el material vegetal que genere un desplazamiento de
tejidos que permitan la expulsién de los metabolitos secundarios de sus microestructuras, en la Figura. 14

se muestra el tornillo que permite comprimir el material vegetal y separar el aceite del material gastado,



esta técnica es casi de uso exclusivo de los extractos citricos (Montoya Cadavid, 2010). En la Figura. 14
se observa la técnica con soxhlet que consiste en tener en contacto el material vegetal y un solvente por
un tiempo determinado, el sistema permite remplazar el solvente saturado con solvente limpio varias veces,
también permite concentrar el extracto en el solvente en un recipiente. Esta técnica se complementa con la
separacion del solvente y el extracto posterior. No es comunmente utilizada en la industria porque impide

procesar grandes cantidades de material vegetal (SENA, 2004).
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Figura. 14 Diagrama del proceso y equipos de extraccidon mediante prensado en frio y soxhlet.

La extraccion con fluidos supercriticos consiste en confinar en un extractor (recipiente de alta presion y
acero inoxidable) el material vegetal que contiene los metabolitos secundarios de interés y pasar un fluido
en condiciones supercriticas capaz de solubilizar estos metabolitos. Un fluido en condiciones supercriticas
€s una sustancia que esta por encima de su temperatura y presion critica, como se observa en la Figura.
15, este fluido tiene propiedades de transporte de masa mejoradas en comparacion con fluidos en
condiciones convencionales (Pantoja, 2016). Un fluido supercritico tiene propiedades intermedias entre
gasesy liquidos, lo que conlleva a tener, baja tension superficial, alta difusividad molecular, baja viscosidad
y una alta selectividad (Herrero et al., 2010; Lépez-Hortas et al., 2022). La sustancia més utilizada es el
CO; porque es un solvente no toxico, seguro para los humanos y para el medio ambiente, no es inflamable,
es ampliamente disponible, inerte quimicamente y un costo relativamente bajo selectividad (Herrero et al.,
2010; Lépez-Hortas et al., 2022). Con un punto critico de 31 °C y 73 bar lo que conlleva a trabajar en una

regiéon de condiciones de presién y temperaturas moderadas.
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Figura. 15 Diagrama de presion, temperatura y densidad del CO- en la region supercritica. Adaptado de:
(van der Meer et al., 2009)

En la Figura. 16 se observa el proceso de extraccidbn con CO; supercritico de una matriz vegetal. La
extraccion con fluidos supercriticos consiste en adecuar el solvente a condiciones supercriticas, para el
CO:; la extraccion estda comunmente en un rango de presion de 75 a 400 bares, temperaturas entre 32 i 65
°C. Se hace pasar un flujo de CO. a través de un extractor, en el extractor el CO, va a solubilizar los
metabolitos secundarios de interés y extraerlos de la matriz vegetal. Esa mezcla de solvente y metabolitos
se conduce a un separador done la disminucion de la presion conlleva al CO, a estado gaseoso donde ya
no solubiliza los metabolitos los cuales se decantan. El CO; puede recircularse al extractor si se acondiciona

como supercritico de nuevo.

Extractor Separador/ destilador

»X] —

/N

Q?——+Q$}——fﬁéﬁ—— 00000
'oJelelsls,

() 0000
® 00000
£ 'sJeleele;
& 'sJelejele;
> 'sJelelele;
S 'slelelele

Extracto

Figura. 16 Extraccion simple de matriz vegetal con CO- en condiciones supercriticas.



Las ventajas del proceso de extraccibn con CO, en condiciones supercriticas son conservacion de
compuesto termolabiles, nivel de produccién alimentacion y farmacéutico, alta selectividad y versatilidad.
Las temperaturas de extraccibn son bajas y por ende no degradan térmicamente los metabolitos
secundarios (Kotnik et al., 2007; Melo Guerrero et al., 2020). El solvente no deja trazas en el extracto, es
guimicamente inerte y no es toxico lo que permite su uso en productos alimenticios y farmacéuticos (De
Melo et al., 2014). Se pueden extraer fracciones parciales y precisas de los metabolitos secundarios o todo
el espectro de la matriz vegetal. La técnica extrae los componentes polares del material si se utiliza un
cosolvente como el etanol. Sin embargo, al operar a alta presién se requiere de recipientes de acero

inoxidable de un espesor grueso y bombas de alta presion lo que conlleva a alta inversién inicial.

2.3.1 Efecto de la densidad, temperatura y presion

La solubilidad de los metabolitos secundarios depende fuertemente de la densidad del solvente, en el caso
del CO- en condiciones supercriticas esta en funcion de la presion y la temperatura (Herrero et al., 2010).
El aumento de la presion a temperatura constante aumenta la densidad del fluido y la solubilidad de los
solutos en equilibrio lo que generalmente conlleva a mayores rendimientos y favorecimiento de las
moléculas de mayor peso molecular. Sin embargo, a presiones mayores también se conduce a mayores
viscosidades y menores difusividades lo que conlleva a rendimientos menores. Son dos fendmenos que
acttan en sentido contrario, lo que conlleva a una region de entrecruzamiento donde se debe determinar
un adecuado valor de operacion. A presion constante, el aumento de la temperatura puede afectar la
solubilidad de dos maneras. 1. La densidad del CO; se ve disminuida por el aumento de la temperatura lo
gue conlleva a una disminucién de la solubilidad de los solutos en equilibrio o 2. la presion de vapor de los
metabolitos secundarios aumenta con el aumento de la temperatura lo que conlleva a un aumento de la
solubilidad. Al igual que la presién se tienen regiones de entrecruzamiento (Bourdon Garcia, 2017; Herrero
et al., 2010; Rahimi et al., 2011).

El aumento de la presion y la temperatura puede llevar a diferentes rendimientos porque la solubilidad de
los metabolitos depende de muchos fenébmenos quimicos y fisicos que aumentan y disminuyen con la
densidad del CO.. Siendo asi tanto la manipulacion de la presién y la temperatura conlleva a diferentes

comportamientos que deben ser determinadas para una adecuada extraccion.

2.3.2 Efecto del tiempo y del flujo

El flujo y el tiempo de extraccién son parametros que afectan significativamente el rendimiento global de
extraccion. Generalmente se busca tener los mas altos rendimientos con los tiempos mas cortos de
extraccion y los menores flujos de solvente. A caudales mas bajos de solvente se deben aplicar tiempos de
extraccion mas largos siempre que las transferencias de masa sea convectiva y el solvente no se sature.

Cuando la transferencia de masa sea difusiva caudales mayores de solvente no pueden extraer mas solutos



y se deben utilizar tiempos de extraccion mas largos (De Melo et al., 2014). La velocidad de extraccion
cambia segun la cantidad de solvente acumulado que se haya utilizado a lo largo de la extraccion. Se
observan las etapas, de inicio rapido, velocidad constante, desaceleracion y equilibrio cada una gobernada

por fendbmenos de transferencia de masa diferentes.

2.3.3 Efecto de otros parametros

Existe otros pardmetros como el tamafio de las particulas, el contenido de humedad y la presencia de
cosolvente que afectan el rendimiento global de la extraccion y la selectividad de los metabolitos
secundarios (Herrero et al., 2010; Lim & Lee, 2013; Snyder et al., 1984). También las condiciones de cultivos

y procesamiento luego de la cosecha afectan la calidad y el rendimiento de los extractos naturales.

2.4 Extraccion de metabolitos secundarios de flores de manzanilla con fluidos

supercriticos

En la Tabla 4 se presentan condiciones de operacién, rendimientos, metabolitos encontrados y pais de
algunas investigaciones realizadas sobre de la extraccion de metabolitos secundarios de flores de

manzanilla con CO; supercritico.

Tabla 4. Condiciones de extraccion con CO, supercritico de flores de manzanilla en literatura

Autor y pais Condiciones de operacion Rendimiento max | Metabolitos encontrados
2007 (Kotnik et | Presion: 1001 250 bar 3.81 % Matricina
al., 2007) Temperatura: 30 - 40 °C Chamazuleno
Slovenia Tiempo: 5-9 h U-bisabolol

Caudal: 33 kg/h

Masa: 1 kg
2011 (Rahimi Presién: 100 - 250 bar 4.32 % b f ar nlébisabolad
et al., 2011) Temperatura: 30 - 40 °C Oxido a y b de U-bisabolol
Malasya Tamafo de particula: 180 mm Acido palmitico

Tiempo: 420 min

Masa: 77.2 ¢

Caudal: 24 kg/h




2020 (Melo
Guerrero et al.,
2020)

Colombia

Presion: 90 - 210 bar
Temperatura: 35- 65 C
Masa: 140 g

Tiempo: 150 minutos

Caudal: 30 g/min

0.87 %

b

f ar nyelsisabaiol




3. Metodologia parala extraccion de metabolitos secundarios

de flores de manzanilla

La metodologia implementada debe dar cumplimiento a los 3 objetivos especificos de este trabajo final de

maestria, los cuales son:

1 Determinar el rendimiento en funcién del tiempo, cuantificando cada 15 minutos la cantidad de
extracto de flores de manzanilla obtenido en el separador, mediante la extraccion con dioxido de
carbono en condiciones supercriticas en presion, temperatura y flujo central.

1 Determinar el rendimiento de extracto de flores de manzanilla en funcién de la presion, la
temperatura y flujo de CO, obtenido mediante la extraccién con dioxido de carbono en condiciones
supercriticas.

1 Analizar la composicién quimica del extracto de flores de manzanilla de diferentes procedencias
extraidos con diéxido de carbono en condiciones supercriticas en la presion, temperatura, flujo de

CO.y tiempo de mayores rendimientos encontrados.

Siendo asi, se plantean 3 grupos de metodologias estandares para el adecuado desarrollo de los objetivos
correspondientes: 1. Obtencién y adecuacion de las flores de manzanilla, 2. Puesta en marcha del equipo
de extraccion con CO. supercritico y 3. Determinacion del método de analisis quimico, los cuales se

muestran en la Figura. 17.
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Figura. 17 Diagrama conceptual de las metodologias implementadas para llevar a cabo los objetivos

propuestos.



Las actividades correspondientes al desarrollo de los objetivos de este trabajo final de maestria se realizan
dentro de las instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotad como el Laboratorio de
Ingenieria Quimica, el Laboratorio de Investigacion en Combustibles y Energia (LICE) y el Laboratorio de
Transmision de Calor; Las actividades también se desarrollan en la vereda i L a C a dednsunicipid de
Chipagque Cundinamarca y en la vereda Mundo Nuevoo del municipio de San Cayetano Cundinamarca

ubicados como se muestra en la Figura. 18.

3.1 Obtencion y adecuacion de las flores de manzanilla para extraccion

Se utilizaron flores de manzanilla de dos regiones diferentes para llevar a cabo la serie experimental,
mostrada en la Figura. 28. Se utilizaron plantas de manzanilla frescas obtenidas en cultivos del municipio
de San Cayetano - vereda Mundo Nuevo i departamento de Cundinamarca (1700 msnm) y el municipio de
Chipaque i vereda la Caldera i departamento de Cundinamarca (2700 msnm) ubicados como se muestra

en la Figura. 18.
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Figura. 18 Ubicacion de los municipios de San Cayetano y Chipaque, comparados con la ubicacién de la

ciudad de Bogota en Cundinamarca - Colombia.

Para realizar las extracciones se proceso la manzanilla, mediante operaciones de cosecha y postcosecha,
como se indica en la Figura. 19. Se cosechd¢ la planta completa de manzanilla en el momento de mayor
floracion del racimo, arrancindola de la raiz y a las 6:00 am de un dia con alta intensidad solar (6/6/2023
Chipaque i 16/01/2024 San Cayetano), se transportd a las instalaciones de la Universidad Nacional de
Colombia, Laboratorio de Investigacion en Combustibles y Energia en el mismo dia de cosechada y se
colgé en pequefios grupos como se observa en la Figura. 20; garantizando aireacion entre los grupos de

plantas de manzanilla.
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Figura. 19 Proceso para la transformacion de plantas de manzanilla en flores de manzanilla secas y

molidas como insumo de la extraccion de CO; en condiciones supercriticas.

T=12-18°C
Hr=77-83 %

Figura. 20 Diagrama del montaje construido para colgar las plantas de manzanilla para comenzar el

proceso de secado y evitar la pudricion de las plantas durante su desflore.

Las flores de las plantas colgadas se separan en un proceso de desflorado manual, se agregan en bandejas
sin superar la altura de cama de H = 30 mm y se secan en un horno de conveccion forzada, que se muestra
en la Figura. 21, a una temperatura del aire de 45 °C por 40 horas. Las flores de manzanilla se secaron

por debajo de una humedad total de 10,00 %, definiendo la humedad total como:

cC-

Las flores de manzanilla secas se tamizan en la maquina tamizadora que se muestra en la Figura. 21. Se
separan las particulas con diametros mayores de 0,40 mm, se almacenan las particulas con diametros
entre 0,407 0,17 mm y se eliminan las particulas con diametros menores de 0.17 mm. Las particulas con
diametros mayores de 0,4 mm son molidas en un molino de cuchillas marca Retsch referencia SM 100 que
se muestra en la Figura. 21, el molino tiene una malla con apertura de diametro de 2 mm. Posteriormente

las particulas almacenadas y las particulas molidas se mezclan y tamizan de nuevo, las particulas a



almacenar tienen un didmetro entre 0,40 i 0,17 mm, las particulas de diAmetros menores no se utilizan en
la posterior extraccion. La manzanilla fue transformada en un polvo concentrado seco de flores de
manzanilla como se observa en la Figura. 22 materia vegetal que puede ser utilizada en las extracciones

con CO; supercritico.

1000 mm 500 mm 400 mm

800 mm 1700 mm

Figura. 21 Maquina tamizadora y 7 tamices (# 6, 10, 20, 40, 60, 80 y fondos) (izquierda), Horno de
conveccion forzada (centro) molino de cuchillas marca Retsch referencia SM 100 (derecha)

Figura. 22 Plantas de manzanilla sembradas listas para cosechar provenientes de Chipaque (izquierda)
material vegetal derivado de flores de manzanilla acto para extraccion con CO, supercritico (centro y

derecha)

3.2 Puesta en marcha del equipo de extraccion con fluidos supercriticos

El equipo utilizado para realizar las extracciones con CO; en condiciones supercriticas es un extractor a
escala piloto marca Separeco referencia: Dual 7 L Supercritical CO, Extractor, equipo que se muestra en
la Figura. 23y en la Figura. 25. El equipo se compone de un tanque de almacenamiento de CO: liquido
(A-1), una bomba y 2 intercambiadores de calor (P-1, E-1 y E-2) que acondicionan el CO; en la regién
supercritica, dos extractores de 7 L de capacidad (E-1, E-2), 2 canisters (canastilla de confinacién del



material vegetal) de 5 L mostrado en la Figura. 26, tres separadores ciclonicos de 3 L (S-1, S-2y S-3) y
dos vélvulas de control de presiéon (V-1 y V-2), como se observa en la Figura. 24; ES un equipo
automatizado que se compone de software, valvulas de control heumaticas, chaquetas de enfriamiento y
calentamiento, servicio de fluido caliente (agua desionizada), fluido de enfriamiento (mezcla 30 %
etilenglicol y 70 % agua), aislante térmico, aire presurizado, sistema de recirculacion de CO., sistema de

seguridad y las piezas que estan en contacto con el material vegetal y extractos estan fabricadas en acero

inoxidable.

Figura. 23 Vista frontal del equipo de extraccioncon COen condi ci one sDuaddllper cr 2t
Supercritical CO; Extractord e Separeco0 ubicado en el Laboratori

Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota.
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Figura. 24 Esquema general del proceso de extraccion con CO- en condiciones Supercriticas en equipo
fDual 7 L Supercritical CO, Extractord e Separecoo6, enfatizando sus compo

vegetal , del extracto ( )y CO:

Figura. 25 Vista posterior del equipo de extraccion conCO;en condi ci one sbudbllper cr 2
Supercritical CO; Extractord e Separ ecoo6, i de n tl HombadeCO,, bomihed t an g

cosolvente e intercambiadores de calor.
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Figura. 26 Descripcion geometria del canister donde se confina el material vegetal (izquierda) y partes

gue componen el canister con carga de manzanilla (derecha).

El proceso de extraccion requiere el control de multiples parametros de proceso, la determinacion de
arreglos de extraccion y contar con los insumos requeridos. En la Tabla 5 se muestra los pardmetros que
afectan directamente la extraccion de metabolitos secundarios en el material vegetal cargado. Igualmente,
en la Figura. 27 se muestra los diferentes arreglos que se pueden disefiar en el proceso de extraccion; la
determinacion del arreglo y los pardmetros de extraccibn nos permite crear un adecuado disefio
experimental. Por Ultimo, es importante considerar el consumo de CO; que tiene el proceso, la cantidad de

material requerido para cada extraccion y el consumo energético; en la Tabla 6 se presenta la cantidad de

insumos requeridos por extraccion.

Tabla 5. Parametros para considerar al llevar a cabo el proceso de extraccién con CO; Supercritico

No. Nombre de la

variable

Rango de

operacién

Efecto

1 Presion del extractor

2 Temperatura del
extractor

Flujo de CO;

Tiempo de Extraccion
Porcentaje de
cosolvente

6 Presion de la primera

separacion

(73 - 350) bar
(31-65) °C
(0 - 30) kg ht
Max 10 h

(07 15) %

(40 - 180) bar

Define la densidad del CO, y la solubilidad de
diferentes metabolitos secundarios.

Define la densidad del CO, y la solubilidad de
diferentes metabolitos secundarios.

Define la cinética de extraccion.

Depende de la cinética de extraccion.

Puede modificar la polaridad del solvente y la
solubilidad de diferentes metabolitos secundarios.
Define la densidad del CO; y la solubilidad de

diferentes metabolitos secundarios.



7 Temperatura de la (31-65) °C Define la densidad del CO; y la solubilidad de

primera separacion diferentes metabolitos secundarios.
8 Presién de la (40 - 48) bar Define la densidad del CO; y la solubilidad de
segunda separacién diferentes metabolitos secundarios. Ademas de la

presién minima para recircular el CO;.

9 Temperatura de la (31-65) °C Define la densidad del CO; y la solubilidad de
segunda separacion diferentes metabolitos secundarios.

10 | Cantidad de material (0,5 - 3) Kg Determina la cantidad de extracto que puede
cargado obtenerse y la cantidad de material procesado por

extraccion.

Extraccion
Estatica/ Dinamica

Extraccion fraccionada
(i E % e Dioxido de carbono
@ Analitode interés Soluble en P1/T1
© Analito de interés Soluble en PI/TI P2/T2

O Material Cargado

Extraccion Estatica/ Dinamica: En
el comienzo de la extraccion se
establece un tiempo donde el
material esta en contacto con CO2
pero no hay un flujo neto (Estatica).
Luego se establece un flujo
continuo de CO2. Esto permite
aumentar el rendimientoy reducir
elconsumo de CO2.

P1>P2>P3>P4

Extraccion fraccionada: Se
aprovecha que algunos metabolitos
son insolubles a bajas presiones
supercriticas, mientras que otros
son solubles, para llevara cabo un
fraccionamiento o separacion de
estos compuestos.

Pasos y rampas Material
& -
i —— o} (e1] Cosolvente e inerte
8 2 / 3
$ ¥4 s g @ @ Compuesto con actividad Cosolvente
é o / L ; . Material que contiene el compuesto cosolvente
HU i % g (O Material agotado o inerte
§ 1 “0F
ok
Ehe Extraccion con cosolventey materialinerte: Se
o 2 4 @ ® 100 120 10 160 180 /0 3
Tiempo m x4 N puede agregar un material vegetal que contenga

un compuesto que sirva como cosolventey
permita aumentar el rendimiento de la
extraccion. También se puede disminuir la
cantidad de material vegetalrequerido en la
extraccion agregando material vegetal agotado
o perlas de vidrio.

Rapa de temperatura, presion: Realizar

diferentes pasos durante la extraccion

aumentando la presién, temperaturay flujo

de extraccién permite mejores
rendimientos.

Figura. 27 Metodologias y arreglos de extraccion con fluidos supercriticos. Metodologia de extraccion
fraccionada (Superior izquierda), metodologia extraccion estatica / dinamica (superior derecha),
implementacion de rampa de temperatura y presion (inferior izquierda) y uso de cosolvente (inferior

derecha).
Tabla 6. Consumo energético e insumos requeridos para el uso del equipo de extraccion

Insumo Valor
CO2 5 Kg (por extraccion)
Energia Equipo de extraccion 26.3 kKW



Material vegetal 1 - 3 kg matrices vegetal en general

1 kg de manzanilla (por extraccion)

3.3 Disefio de serie experimental para la extraccion de metabolitos de flores de

manzanilla

Los parametros que afectan la composicion y rendimiento de extracto en el proceso de extraccion con

fluidos supercriticos se describen en la Tabla 5. Por eso se seleccionan 5 parametros de estudio:

1 Temperatura de extraccion (T): Corresponde a la temperatura del material vegetal y del CO;
confinados en el extractor (E-1 o E-2) que se muestra en la Figura. 24. Se evallan 3 puntos
correspondientes a T =35 °C, T=45°Cy T =55 °C. El valor inferior de temperatura garantiza el
estado supercritico del CO.y el valor superior limita con el inicio de degradacion de metabolitos
secundarios a causa de la temperatura.

1 Presién de extraccion (P): Corresponde a la presion del CO, dentro del extractor, el material vegetal
confinado en el canister esta sometido a esta presién. Se evalGan 3 puntos correspondientes a P =
150 bar, P = 250 bar y P = 350 bar.

9 Flujo de CO;en la extracciéon (Q): Corresponde al flujo masico constante de CO; que a traviesa la
matriz vegetal y solubiliza los metabolitos secundarios dentro del extractor. Se evallan 3 puntos
correspondiente a Q = 5 kg/h, Q = 10 kg/h y Q = 20 kg/h, lo que abarca la capacidad de flujos
masicos operables del extractor (0 - 20 kg/h).

1 Tiempo de extraccion (t): Corresponde al tiempo el cual el material vegetal esta en contacto con el
CO; a las condiciones de temperatura (T), presion (P) y flujo (Q) confinado dentro del extractor.

1 Region de cultivo de la manzanilla (Regioén): Corresponde a la region donde se cultivaron y
cosecharon las plantas de manzanilla. Se estudian la regién de Chipaque i Cundinamarca y San

Cayetano - Cundinamarca.

Se disefa una serie experiment al ti po Apunto centr e
experimentos, lo que permite estudiar cada parametro de forma independiente a la vez. Este modelo se
establece porque el equipo de extraccion tiene una escala piloto y se requiere disminuir el nimero de
experimentos optimizando el consumo de CO.y manzanilla, la serie experimental se observa en la Figura.

28. A continuacion, se describe la serie experimental:

1 El experimento 1 (verde) corresponde a el punto central de los parametros de estudio (T = 45 °C,

P = 250 bar, Q = 10 kg/h y regién: Chipaque); se realiza una extraccion de 6 horas recopilando



muestras de extracto cada 15 minutos, esto permitira establecer en qué punto, la extraccion a
extraido la mayor parte del extracto contenido en la matriz vegetal.

Los experimentos 2 y 3 (morado) estudia el efecto de la presiéon P = 350 bar y P = 150 bar
manteniendo los otros pardmetros en el punto central. Los experimentos 2 y 3 sumados al
experimento 1 permiten comprender el efecto del cambio de la presion en el rendimiento de
extraccion.

Los experimentos 4 y 5 (rojo) estudia el efecto de la temperatura T=35°Cy T =55 °C manteniendo
las otras variables en el punto central.

Los experimentos 6 y 7 (azul) estudia el efecto del flujo Q = 5 kg/h y Q = 20 kg/h mantenido las
otras variables en el punto central.

El experimento 8 (gris) cambia la region de produccion de flores de manzanilla, se estudian las
flores de manzanilla cultivadas en San cayetano en el punto de mejor operacion derivado del

estudio de los otros parametros (T, P, Q, t).
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Figura. 28 Disefio experimental completo



3.4 Identificacidon de metabolitos secundarios de flores de manzanilla

El andlisis quimico del extracto de flores de manzanilla se realizé en el laboratorio de ingenieria quimica
(LIQ) de la Universidad Nacional de Colombia - sede Bogota mediante cromatografia de gases acoplados
a espectrometria de masas (GM-MS) segun la metodologia utilizada por (Melo Guerrero et al., 2020). Se
utiliza el equipo cromatégrafo Shimadzu GC-2010 acoplado al espectrémetro GCMS-QP2010S, se utilizo
una columna Agilent J&W GC Colums VF-5 MS con 30,0 m de longitud, diametro de 0,25 mmy 0,25 em de
espesor de pelicula. Flujo de helio UAP de 1 mL/mn como gas transportador, la temperatura inicial de la
columna fue 40 °Cy se increment6 de 5 °C/mn hasta 250 °C con una isoterma de separacion de 15 minutos.
Se inyecto 1 €L de extracto a una concentracion del 10 % disuelto en diclorometano. Los componentes se
determinaron comparando sus espectros de masa con los referenciados en la base de datos NIST/EPA/NIH
Mass Spectral Library (NIST 05).

La metodologia implementada esta disefiada para realizar la extraccién y analisis de metabolitos de flores
de manzanilla en un extractor de CO; supercritico a escala piloto, estudiando el efecto de los parametros
de temperatura, presion, flujo y tiempo. Se procura que las flores de manzanilla sean de una calidad que
garantice altos rendimientos en el proceso y permita la evaluacion de dos regiones de interés econémico
como los municipios de San Cayetano y Chipaque en Cundinamarca; por ello, se realiza y controla el
proceso de cosecha y postcosecha. Se integra en el disefio de una serie experimental tipo punto central

con andlisis unidimensional que permite optimizar el nUmero de experimentos a realizar a escala piloto.



4. Adecuacion de flores de manzanilla

4.1 Transporte y almacenamiento de plantas de manzanilla

El transporte de las plantas de manzanilla se realizé en un automévil el mismo dia de la cosecha. Las
plantas se dispusieron procurando la aireacion de las flores a pesar de tener un espacio reducido como se
muestra en la Figura. 29. El transporte de las plantas desde el lugar de cosecha hasta el lugar de
procesamiento tardo 2 horas desde Chipaque - Cundinamarca y 4 horas desde San Cayetano-
Cundinamarca. Se dispuso de una pelicula plastica debajo de los atados de las plantas para que las flores

gue se desprendian facilimente del capitulo floral se pudieran almacenar y procesar.

Figura. 29 Transporte de flores de manzanilla desde Chipaque Cundinamarca hasta la Universidad
Nacional de Colombia i sede Bogota.

Se identifico que la temperatura interna de los atados de plantas de manzanilla se incrementé durante el
transporte, también se observo la presencia de pequefias gotas de agua sobre los tallos y las hojas de las
plantas en la parte interna de los atados. Este fendmeno se atribuye a la continua respiracion y transpiracion
de las plantas en un lugar sin ventilacion (Feng et al., 2015). Al llegar al sitio de procesamiento de la
manzanilla se procedié a airear la manzanilla a traces del secado colgado en sombra. Sin embargo, se
apart6 algunas muestras de plantas de manzanilla y se continuo con su confinamiento como se muestra en
la Figura. 30. Se observo que en un periodo de 24 horas hongos habian proliferado alrededor de la planta
haciéndola inviable para el procesamiento. Para evitar el crecimiento de hongos se cosecho, transporto y

proceso las plantas de manzanilla en el mismo dia.



Figura. 30 Desarrollo de hongos en la planta de manzanilla a causa del confinamiento

La probabilidad de desarrollo de hongos en las plantas de manzanilla en cualquier etapa del procesamiento
se disminuye a través de una adecuada aireacion de las plantas o de las inflorescencias. Se debe reducir
los tiempos de transporte de material fresco o garantizar una aireacion a través del colgado de las plantas

y el volteo continuo de las inflorescencias.

3.2 Secado y desflore de flores de manzanilla

Se caracterizo dos metodologias para el secado de flores de manzanilla, el secado colgado en sombra a
condiciones atmosféricas (127 18 °C y Hr: 77 i 83 %) y el secado en horno de conveccion forzada a
45 °C. En la Figura. 31 se observan las plantas de manzanilla colgadas en interior y sombra cémo se
describe en la Figura. 20, en la Figura. 33 se observa su curva de secado caracteristica. El secado en
horno de conveccién requiere el desflore en fresco de las plantas de manzanilla como se observa en la
Figura. 32. El horno de conveccion se muestra en la Figura. 21y la curva de secado se muestra en la

Figura. 34.



Figura.

Figura. 32 Desflore de plantas de manzanilla fresca para el secado en horno de conexion forzada.
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Figura. 33 Curva de secado de flores de manzanilla proveniente de Chipaque Cundinamarca colgadas
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Figura. 34 Curva de secado de flores de manzanilla provenientes de Chipague Cundinamarca en horno
de conveccion forzada. ( secado de flores de manzanilla en sombra, secado de flores de manzanilla
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La humedad inicial de las flores de manzanilla es aproximadamente 85,0 % y para la extracciéon con CO»
supercritico se requiere material vegetal con una humedad inferior al 10,0 % (Sanchez-Camargo et al.,
2014). Mediante el secado colgado en sombra se requiere 410 horas (17 dias) para disminuir la humedad
a 9,2 %, la curva de secado se muestra lineal con un lento descenso de humedad a razén de 0,17 %/h. El
secado mediante conveccion forzada requiere 42 horas para disminuir la humedad a 5,52 %, 10 veces mas
rapido que el secado en sombra. En la curva de secado del secado de conveccién forzada se observan dos
regiones con pendientes diferentes, la primera regidén con una razén de reduccién de humedad de 2,03 %/h
y la segunda regién con una razén de 1,47 %/h correspondiente a la predominacion de diferentes
fendmenos de transporte de masa del agua contenida en las flores, convectiva (primera regién) y difusiva

(segunda region).

El secado en sombra requiere una infraestructura para colgar las plantas y un tiempo prolongado para
alcanzar niveles adecuados de humedad para la extraccion. Sin embargo, permite la completa floracion y
engrosamiento de las flores, también evita el crecimiento de hongos y no hay consumo de energia adicional.
El secado en horno de conveccion forzada es capaz de procesar una gran cantidad de flores en un espacio
reducido, permite un secado homogéneo y controlado en un periodo de tiempo corto. Sin embargo, el
consumo de energia es alto comparado con el secado en sombra debido a las resistencias y ventiladores

en continuo uso.

El secado de las flores de manzanilla que se utilizé antes de la extraccion con CO- supercritico combina el
secado en sombra y el secado en horno de conveccion forzada. Después del transporte de las plantas de
manzanilla se separan en grupos y se cuelga procurando conservar las flores de manzanilla, se almaceno
el polvo amarillo mediante peliculas plasticas dispuestas en el suelo. Después de colgar la totalidad de las
plantas al siguiente dia se empez6 el desflore manual y las flores son se dispusieron en bandejas como se
observa en la Figura. 35. Las bandejas se dispusieron en el secador de conveccién forzada. Los grupos
de plantas colgadas florecieron continuamente y se continuo la desfloracion manual y su posterior secado
en el horno. Este procedimiento permite almacenar y procesar la mayor cantidad de flores de manzanilla,
evitar la producciéon de hogos y condensacion en las flores, forzar el florecimiento de todas las flores en

cada planta de manzanilla.



Figura. 35 Desflore manual de plantas de manzanilla (izquierda) polvo amarillo correspondiente a las

flores de manzanilla contenidas en las inflorescencias (derecha).

Luego de que las flores de manzanilla se secaron a una humedad inferior del 10,00 % se tamizo como se
muestra en la Figura. 21. Se obtuvo las fracciones y la distribucién de tamafio de particula como se muestra
en las Figura. 36 y Figura. 37. Se identifico 3 fracciones correspondiente a: 1. las inflorescencias
conservadas (24,49 %), 2. los pétalos (20,90 %) y 3. las flores de manzanilla (54,61 %). Las inflorescencias
conservadas contienen las flores y pétalos adheridas a su capitulo también tienen fracciones del tallo de la
planta y su tamafio de particula es mayor a 1800 em. Los pétalos son de color blanco y se separan en la
fraccion de 600 i 1800 em. Las flores de manzanilla que se asemejan a un polvo amarillo tienen tamafios

de particula entre 6001 180 em.
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Figura. 36 Distribucion del tamafio de particula de las flores de manzanilla secas



~ ¢ GNIDBMIN Y M
MU RO P LVVYL

~ ¢ 0QINIIWTMNLIN YK ML

~c¢ca

f 0] Yl 0t ARVDUARGH [GYI 13t

~ ¢ (AP MOIVIMYL

~ ¢ OYONSNDY TVELI i€ YU

~ ¢ OFINam/VOLP P YU

[aYl 1t [ayl 1 [ OVl 13t

Figura. 37 Tamafio de particula y forma de las particulas que conforman la mezcla de las flores de

manzanilla secas

3.3 Molienda de flores de manzanilla

La fraccion de pétalos e inflorescencias conservadas de manzanilla, que corresponde al 45,39 % en masa
del secado, se molieron en un molino de corte como se muestra en la Figura. 21. No se muele la totalidad
de las particulas para disminuir el efecto de la degradacion térmica en las flores de manzanilla causada por
la cizalla del molino. Finalmente se garantizé que todas las particulas que se utilizaran en la extraccion con
CO, supercritico tengan un tamafio de particula entre 180 i 600 e¢m, para garantizar una adecuada
transferencia de masa en la extraccion y evitar el taponamiento de filtros de acero sinterizado en los

extractores.

3.5 Conclusiones y mejoras requeridas en la adecuaciéon

Obtener altos rendimientos y composiciones en la extraccion con CO- supercritico de manzanilla depende
de un adecuado procesamiento postcosecha de las plantas. El transporte de plantas o flores de manzanilla
debe reducir la probabilidad de proliferacién de hongos. El secado de flores de manzanilla hasta valores
inferiores al 10,0 % puede realizarse mediante el secado en sombra sin la necesidad de energia adicional
en tiempos prolongados (17 dias), pero si se tiene producciones industriales y espacios reducidos es
preferible equipos como el horno de conveccion natural en tiempos cortos (2 dias). La molienda y la
caracterizacion del tamafio de particula entre 1801 600 € m nos permite garantizar adecuada transferencia
de masa en la extraccion y evitar tapar tuberias o filtros del equipo de extraccion supercritica.



4. Extracciobn con CO. supercritico de metabolitos

secundarios de flores de manzanilla

Se evalud el rendimiento acumulado de la extraccion con CO. supercritico de flores de manzanilla

procedente de Chipaque i Cundinamarca en funcion del tiempo, temperatura, presion y flujo de CO..
4.1 Evaluacion de la cinética de Extraccion

En la Figura. 38 se observa la cinética de extraccién de flores de manzanilla con CO; supercritico. El

rendimiento de la extraccion se define como:

YQE QQG Q@D E & Ty Zp LT

Se grafica el rendimiento acumulado de la extraccion en funcion de la masa de CO, acumulado utilizado en
la extraccion por kilogramo de material vegetal. La cinética se realiza en un periodo total de 360 minutos (6
horas) con un flujo constante de CO- de 10 kg/h. El rendimiento de extraccién obtenido luego de utilizar 60
kg de CO; por kilogramo de extracto en 360 minutos es 4,24 %. Un rendimiento mayor comparado con el
mayor rendimiento obtenido por Melo, flores de manzanilla Colombiana, de 0,824 % (Melo Guerrero et al.,
2020) y similar comparado con el obtenido por Rahimi de 4,32 % (Rahimi et al., 2011).
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Figura. 38 Evaluacion cinética de la extraccion de flores de manzanilla mostrando rendimiento
acumulado y rendimiento diferencial en funcién de la masa de CO; (experimento 1 P: 250 bar, T: 45 °C,
Q: 10 kg/h, t: 6h) (flores de manzanilla procedentes de Chipaque, Cundinamarca).



En la Figura. 39 se identifican las diferentes regiones encontradas en la cinética de extraccion
caracterizadas por la velocidad del aumento del rendimiento acumulado en funcién del tiempo. Se
encuentran 4 regiones: 1. Inicio rapido, 2. Velocidad constante, 3. Desaceleracién y 4. Equilibrio, cada una
diferenciada por la disminucion de la velocidad de extraccion. Esta velocidad del aumento del rendimiento
se relaciona directamente con la velocidad de solubilidad de los metabolitos secundarios en el CO.. La
primera regioén, inicio rapido, corresponde de a los primeros 22 minutos de extraccién (0 T 22 minutos)
alcanza un rendimiento de extraccién de 1,7 %. La segunda region, velocidad constante, corresponde a los
siguientes 98 minutos (22 7 120 minutos) alcanza un rendimiento de extraccion de 3,5 %. la tercera region,
desaceleracion, de 62 minutos (120 T 182 minutos) alcanza un rendimiento de extraccién de 3,9 %. La
cuarta region, equilibrio, corresponde a 180 minutos (1807 360 minutos) y alcanza un rendimiento final de
4,24 %.
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Figura. 39 Identificacién de las regiones de extraccion de flores de manzanilla.

El tiempo estandar para las extracciones de flores de manzanilla se determina en 180 minutos. Los primeros
22 minutos de extraccion (finaliza etapa de inicio rapido) se acumula el 43 % del rendimiento final, etapa
caracteriza da por una rapida solubilidad de los metabolitos secundarios. Después de 120 minutos de
extraccion (finaliza etapa de velocidad constate) se acumula el 82 % del rendimiento final. Después de 180
minutos de extraccion se acumula el 92 % del rendimiento final, esta etapa caracterizada por la disminucién
del gradiente de difusion y el dificil acceso del CO- a los sitios restantes de localizacion de los metabolitos
secundarios. Siendo asi no se justifica llevar a cabo extracciones mas largas de 180 minutos que no

incrementaran el rendimiento final de forma eficientemente, como lo es en la etapa de equilibrio.



4.2 Evaluacion del efecto de la presiéon de extraccion

En la Figura. 40 se observa el rendimiento de las extracciones 1, 2 y 3 segun el disefio experimental
descrito en la Figura. 28, los 3 experimentos se mantienen en el punto central con respecto a la
temperatura (45 °C), flujo (10 kg/h) y tiempo de extraccion (180 minutos) y varian la presién entre 150, 250
y 350 bar. El rendimiento de la extraccién a presion del50 bar es 2,75 %, a presion de 250 bar es 3,91 %
y a presion de 350 bar es de 4,56 %. Se observa que el rendimiento de la extraccion de flores de manzanilla
se incrementa con el aumento de la presion de CO.. Esto es caracteristico de la técnica de extraccion
porgue la densidad del CO- incrementa con el aumento de la presion, lo que permite una mayor solubilidad
de los metabolitos secundarios. Sin embargo, el rendimiento aumenta 1,42 veces entre 150 a 250 bares y
aumenta 1,16 veces entre 250 a 350 bar, esta desaceleracion en el aumento del rendimiento indica que el
punto de entrecruzamiento es mayor y cercano a 350 bares. Este punto de entrecruzamiento predomina el
efecto de la viscosidad y la difusion del CO,, a pesar de un aumento en la presion no aumentara el
rendimiento de extraccion.
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Figura. 40 Curva de rendimiento de la extraccion con CO; supercritico de flores de manzanilla en funcién
de la presion.
En la Figura. 41 se observa el seguimiento del rendimiento de las extracciones 1, 2 y 3 segun el disefio
experimental descrito en la Figura. 28. La extraccién de 350 bares alcanza el final de su etapa de inicio
rapido después de 5,2 kg de CO,/ kg de matriz vegetal (30 minutos de extraccion) y alcanza un rendimiento
de 2,96 % (65 % sobre el total posible); la etapa de crecimiento constante finaliza después de 8,9 kg de
CO: (54 minutos) y alcanza un rendimiento de 3,73 % (82 % sobre el total posible). La extraccién de 150
bares finaliza su etapa de inicio rapido luego de 3,3 kg de CO./kg de matriz vegetal, la etapa de crecimiento
constante finaliza luego de 17.5 kg CO.y 2,47 % alcanz6 90 %. Esto indica que cuando la presion aumenta,
la extraccion de flores de manzanilla alcanza el maximo de rendimiento de las regiones de inicio rapido y

velocidad constante de manera mas rapida o con menos CO..
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Figura. 41 Curva de seguimiento del rendimiento acumulado de los experimentos 1, 2 y 3 del disefio

experimental de la Figura. 28.

4.3 Evaluacion del efecto de la temperatura de extraccion

En la Figura. 42 se observan los rendimientos de las extracciones 1, 4 y 5 segun el disefio experimental
descrito en la Figura. 28. Los 3 experimentos se mantienen en el punto central con respecto a la presion
(250 bar), flujo (10 kg/h) y tiempo de extraccion (180 minutos) y varian la temperatura entre 35 °C, 45 °Cy
55 °C. El rendimiento de la extraccion a temperatura de 35 °C es 3,80 %, a temperatura de 45 °C es 3,91
% y a temperatura de 55 °C es 3,10 %. Se observa que la extraccion con mayor rendimiento corresponde
a la temperatura intermedia de 45 °C. Cuando se aumenta la temperatura de extracciéon, disminuye la
densidad del CO; y el rendimiento de la extraccién disminuye (21 %) debido a que la solubilidad de los
metabolitos es menor a densidades mas bajas. Cuando se disminuye la temperatura de extraccion, el
rendimiento de la extraccion se disminuye levemente (3 %) a pesar de que aumenta la densidad del CO,
Esto corresponde a que la volatilidad y la difusion de los metabolitos secundarios disminuye por la
disminucion de la temperatura (Bourdon Garcia, 2017; Herrero et al., 2010; Rahimi et al., 2011); implica
gue la temperatura de 45 ° C debe estar cerca o corresponder a la temperatura de entrecruzamiento. En la
Figura. 43 se observa el seguimiento de la extraccién y se observa que a una temperatura menor de

extraccion (35 °C) la extraccion alcanza rapidamente su rendimiento maximo.
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Figura. 42 Curva de rendimiento de la extraccion con CO; supercritico de flores de manzanilla en funcién
de la temperatura.
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Figura. 43 Curva de seguimiento del rendimiento acumulado de los experimentos 1, 4 y 5 del disefio
experimental de la Figura. 28.



4.4 Evaluacion del efecto del flujo

En la Figura. 44 se observan los rendimientos de las extracciones 1, 6 y 7 segun el disefio experimental
descrito en la Figura. 28. En la Figura. 44 se observan dos curvas, la curva superior correspondiente a
los rendimientos de las extracciones en el punto central (T: 45 °C, P: 250 bar) en funcion del flujo de CO-
correspondiente a 5, 10 y 15 kg/h luego de 180 minutos de extraccion, el rendimiento de las extracciones
aumenta con el aumento del flujp de CO. porque hay méas solvente disponible para solubilizar los
metabolitos secundarios, mayor turbulencia para penetrar la matriz vegetal y tener un mayor gradiente de
concentracion; se obtienen mayores rendimientos porque las tres extracciones se encuentra en la regiéon
de predominacion de transferencia de masa convectiva. Esto se confirma con la curva inferior de la Figura.
44, donde se compara el rendimiento de las extracciones luego de utilizar la misma cantidad de solvente,
eso implica que cada punto corresponde a un tiempo deferente (5 kg/h i 180 minutos, 10 kg/h' i 90 minutos,
20 kg/h 45 minutos). Se observa él se incrementa el rendimiento de extraccién a pesar de utilizar la misma

cantidad de solvente.
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Figura. 44 Curva de rendimiento de la extraccién de CO, supercritico de flores de manzanilla en funcion
del flujo de COx.

En la Figura. 45 se observa el comportamiento de la extraccion en funcion del flujo de CO,. Cuando se
reduce el flujo de CO; a 5 kg/h se determinan 3 efectos que conllevan a reducir la eficiencia de la extraccion,
1. se observa una primera etapa de extraccion (inicio rapido) con una pendiente considerablemente menor,
2. El rendimiento no alcanza valores del punto central, se reduce alrededor de un 40 %, causado por la
poca disponibilidad de solvente, 3. Conlleva a tiempos més prolongados de extraccion. La extraccion
cuando se aumenta el flujo a 20 kg/h tiene un inicio rapido que alcanza rendimientos més altos que el punto
central y tienen una etapa de velocidad constante con una pendiente menor que el punto central. Esta

extraccion tiene el mayor rendimiento de flores de manzanilla correspondiente a 5,11 %.
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Figura. 45 Curva de seguimiento del rendimiento acumulado de los experimentos 1, 6 y 7 del disefio
experimental de la Figura. 28.

4.5 Conclusiones de los parametros de la extraccion de flores de manzanilla

En la Figura. 46 se observan todas las extracciones de la serie experimental correspondiente a la Figura.
28. En la Figura. 47 se observa el rendimiento final de las extracciones en funcion de la densidad de CO.
utilizado en la extraccion. Densidades mas altas de CO; conllevan a rendimientos finales mas altos y
extracciones con etapas iniciales mas rapidas que implica tiempos mas cortos de extraccion; sin embargo,
disminuir la temperatura a valores menores de 45 °C para lograr densidades mas altas de CO; no logra
obtener mayores rendimientos. La extraccién de flores de manzanilla predomina la extraccion convectiva
por ende utilizar mayor flujo aumenta el rendimiento de la extraccion y conlleva a menores tiempos de

extraccion debido a que las etapas iniciales (inicio rapido y crecimiento constante) se alcanzan rapidamente.
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Figura. 46 Serie experimental completa realiza para la evaluacion de flores de manzanilla en funcién de
la presion, temperatura y flujo de CO, segun el disefio experimental de la Figura. 28.
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Figura. 47 Serie experimental completa en funcién de la densidad de CO,. Segun el disefio experimental
de la Figura. 28.



5. Comparacion de extracto de flores de manzanilla de
diferentes regiones

5.1 Regiones de procedencia de las flores de manzanilla

En la Figura. 18 se muestra la ubicacién geogréfica de las regiones seleccionadas para la obtencién de
las flores de manzanilla. En la Figura. 48 se muestra la cosecha de las flores de manzanilla en el municipio
de Chipaque 7 Cundinamarca, vereda i & Calderad(2700 msnm) y en la Figura. 49 se muestra el cultivo
de flores de manzanilla procedente del municipio de San Cayetanoi Cundinamarca, vereda i Mndo Nuevoo
(1700 msnm). Las flores de manzanilla procedentes de Chipaque se produjeron en un cultivo sin
espaciamiento entre plantas, pero con espaciamiento entre surcos, en un suelo limoso poroso, se aboné
con urea, se realizé una poda de malezas a las 2 semanas de cultivo con guadafa. Las flores se cosecharon
en horas de la mafana, tuvieron un periodo de transporte de 2 horas y se tardé 3 dias en el procesamiento
hasta flores molidas y secas. Las flores de manzanilla procedentes de San Cayetano se produjeron en un
cultivo continuo sin espaciamiento, un suelo franco arcilloso poco poroso, se abon6 con urea y estiércol de
vaca, se realizé una poda de malezas constantemente de forma manual. Se cosecharon en horas de la
mafiana, tuvieron un periodo de transporte de 4 horas y se tardé 3 dias en el procesamiento hasta flores

molidas y secas.

Figura. 48 Cultivo de manzanilla en Chipaque - Cundinamarca



Figura. 49 Cultivo de flores de manzanilla en San Cayetano - Cundinamarca

5.2 Comparacion de las cinéticas y rendimientos de extraccion

En la Figura. 50 se observan los extractos obtenidos producto de la evaluacion de las diferentes
condiciones de extraccion, se puede observar como a medida que se incrementa la presion de extraccion,
el extracto se torna de un color mas oscuro. Esto puede ser causado por la extraccion de componentes
indeseables como clorofilas (Georgiopoulou et al., 2022; Ruzicka et al., 2024). Las condiciones
seleccionadas para realizar la extraccion de flores de manzanilla son T: 45 °C, P: 250 bar, Q: 20 kg/h y t:
180 min. La presion se mantuvo en 250 bar para evitar el oscurecimiento del extracto, a pesar de que en

350 bar se obtienen mayores rendimientos.
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Figura. 50 Color y forma del extracto de flores de manzanilla en funcién de la presion de extraccion.
Extracto de flores procedentes del municipio de Chipaque Cundinamarca.

En la Figura. 51, se observa la curva de seguimiento de las extracciones de las flores de manzanilla
procedentes de San Cayetano y Chipaque. El rendimiento final correspondiente a las flores procedentes
de San Cayetano fue 3,80 % y el rendimiento de las flores procedentes de Chipaque fue 5,11 %, ambas a
las mismas condiciones de tiempo, flujo de CO,, temperatura y presion. Las dos extracciones mantienen
rendimientos altos y eficientes comparados con Melo (0,871 % con 32,1 kg CO2/ Kg de flores), Rahimi
(4,324 % con 53,86 kg CO./ Kg de flores) y Kotnik (2,5 % con 19,5 kg CO./ Kg de flores). La extraccion de
las flores procedentes de Chipaque tuvo un rendimiento 34,47 % veces mayor que la extraccion de flores
procedentes de San Cayetano, Chipaque ha sido un municipio con bastante tradicion en la produccién de
plantas aromaticas y por ende pueden tener semillas mejor seleccionada para que sus plantas sean mas
aromaticas y tengan mejor adaptacion a su zona de produccién; también es posible que la organizacion en
surcos del cultivo de manzanilla permite una mejor floracion de las plantas y por ello una mayor

concentracion de metabolitos secundarios (Cifuentes & Moreno, 2001).
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Figura. 51 Curva de seguimiento de las extracciones de  Chipaquey San Cayetano. Comparacion
con las extracciones de  Melo (Melo Guerrero et al., 2020), z Kotnik (Kotnik et al., 2007) y ji§ Rahimi
(Rahimi et al., 2011).



5.3 Comparacion entre las composiciones

En la Figura. 52 se observa el cromatograma correspondiente a el extracto de flores de manzanilla
procedentes de Chipaque 7 Cundinamarca y en la Figura. 53 se observa el cromatograma que
corresponde a la muestra de extracto de flores de manzanilla procedente de San Cayetano 1
Cundinamarca. Los diferentes componentes se identificaron mediante el espectro de masas de cada pico,
se identifica la presencia de los compuestos como b f a r n enatr&inag U-bisabolol y Oxidos de U-
bisabolol que coinciden con las componentes presentes de los extractos de flores de manzanilla
caracterizados por Kotnik, Oliveira, Ubessi y Chauhan (Chauhan et al., 2022; Kotnik et al., 2007; Oliveira,
2012b; Ubessi et al., 2021).
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Figura. 52 Cromatograma correspondiente al extracto de flores de manzanilla procedentes de Chipaque

T Cundinamarca.
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Figura. 53 Cromatograma correspondiente al extracto de flores de manzanilla procedentes de San
Cayetano i Cundinamarca.

En la Figura. 54 se presentan los porcentajes de areas correspondientes a los componentes mayoritarios
de los extractos procedentes de San Cayetano y Chipaque. El contenido de U-bisabolol y sus 6xidos Ay B
son los mayoritarios en ambos extractos, el quimiotipo de las flores manzanilla de estas regiones
corresponde a una alta concentracion de U-bisabolol, la concentracion de las flores procedentes de San
Cayetano es 1,2 veces mayor en derivados del U-bisabolol que las flores de Chipaque. Un contenido alto
en derivados de U-bisabolol corresponde a una alta actividad neuro protectora, este extracto puede ser
potencialmente utilizado en tratamientos contra el estrés y la depresion (Reboucgas et al., 2024; Tai et al.,
2023). Sin embargo, el extracto de flores de manzanilla procedente de San Cayetano contiene un
porcentaje 3,6 veces mayorde b f a r naues et axtoacto procedente de Chipaque, esto le da un mejor

potencial de antibacterial y sinergia en el tratamiento con antibiéticos(Axel R et al., 2024).



Figura. 54 Comparacion en la composicion de extractos de flores de manzanilla procedentes de
Chipaque i Cundinamarca y San Cayetano i Cundinamarca.

En la Figura. 55y Figura. 56 se observa la composicion de los extractos de manzanilla en funcién del
tiempo de extraccion. Se tomaron muestras a lo largo de la cinética de extraccion. Se realiza un seguimiento
en la composicion de extractos de flores de manzanilla procedentes de Chipaque i Cundinamarca y se
observa que en los componentes importantes como matricina, U-bisabolol, Oxidos de U-bisabolol y b
farneseno disminuyen con el paso de los minutos de la extraccion. Eso implica que el extracto disminuye
su calidad y composicibn de componentes selectos a medida que pasa la extraccion. Para obtener

productos de mayor calidad se pueden separar los extractos se tiempos iniciales a parte de los finales.

Figura. 55 Composicion de Oxidos de U-bisabolol, b f a r n eusaéiptolpmatricina y U- bisabol en
funcion del tiempo de extraccion (Misma Figura. 56 pero con mayor escala identificando comportamiento
de 6xido de U-bisabolol).













































