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	Resumen de la propuesta
	Palabras clave

	
Colombia cuenta con condiciones geográficas privilegiadas, gracias a lo cual, tiene una gran variedad de especies vegetales disponibles. Sin embargo, la mayoría de los productos obtenidos a partir de estas suelen tener una baja transformación y por ende bajo valor agregrado. El presente proyecto pretende obtener extractos naturales de dos plantas, ortiga (Urtica dioica) y agraz (Vaccinium meridionale), las cuales son ampliamente cultivadas en el país y que tienen una gran proyección para la formulación de productos en las industrias alimenticia, cosmética y farmacéutica. Para tal fin, se evaluará la hidrocavitación como método novedoso de extracción, que no ha sido reportado hasta el momento en la literatura y con el que la Universidad Santo Tomás cuenta, gracias al desarrollo propiciado en la Facultad de Ingeniería Mecánica. Entendiendo que el presente proyecto cubre únicamente la primera etapa, la obtención de los extractos, este será el punto de partida para la futura formulación de productos con alto valor agregado. 
	Hidrocavitación, extracción, principios activos, ortiga, agraz




	Problema de investigación

	La biodiversidad y posición geográfica de Colombia, conlleva a la tenencia de gran variedad de especies que como la ortiga (Urtica dioica) y el agraz (Vaccinium meridionale), son ideales para la obtención de sustancias de principios activos1. Este privilegio no ha sido aprovechado apropiadamente, pese a que se han adelantado distintos trabajos de investigación a escala laboratorio, en los cuales, se han mostrado los beneficios de diferentes especies tanto en el campo alimentario, como en el farmacéutico.

La separación de las sustancias biológicamente activas de los materiales inertes o inactivos de una planta se realiza con cierta facilidad a escala laboratorio, mediante el empleo de procesos como son el de extracción con solventes, donde se obtienen por lo menos dos componentes: la solución extraída en su disolvente (el extracto) y el residuo (el bagazo)2, así como por otros procesos tales como: el de medio de arrastre por vapor, por ultrasonido u otras técnicas existentes. Sin embargo, el escalamiento de estos resulta bastante complejo debido a que no son rentables al realizarse a escala piloto y aún más a nivel industrial. Las dificultades principalmente se encuentran en el almacenamiento y manejo de los volúmenes de solvente a usar, en el calentamiento requerido y la generación del ultrasonido, lo que conlleva, a que la extracción de la sustancia activa a esta escala sea costosa, así como el deterioro de las vitaminas, las proteínas  y otros elementos aprovechables, presentes en el precursor3.

Una tecnología reciente, muy versátil y la cual se puede utilizar para extraer principios activos, es la hidrocavitación4, una aplicación prometedora en la extracción de productos microbiológicos tales como pectina, caroteno, taninos y otras preciadas sustancias que se obtienen de compuestos biológicos. Muchas de las sustancias medicinales se pueden obtener mediante extracción sometiendo previamente a la materia prima biológica a procesos hidromecánicos y cavitación.

La principal ventaja de esta tecnología es que se puede extraer los componentes a bajas temperaturas, lo cual, conlleva un estado más estable de los productos obtenidos, además de requerir menor consumo de energía y menos tiempo de proceso5.  Los campos donde hoy se puede aplicar esta tecnología son variados, se puede emplear en la industria alimentaria, biocombustibles, petróleo y gas, refinación, industria química, agricultura, construcción y tratamiento de aguas, entre otras6,7,8.

En la Universidad Santo Tomás se ha realizado el diseño, fabricación y puesta en marcha de un equipo de hidrocavitación, con el cual, ya que no se han trabajado con varias especies de consecución local, se propone realizar pruebas para la extracción de componentes activos a partir de la ortiga (Urtica dioica) y el agraz (Vaccinium meridionale), de manera que se evalúe su eficiencia y pertinencia a nivel de laboratorio y en una fase posterior plantear una planta piloto, que permita hacer de esta tecnología una posibilidad de generación de empresa.

A partir de lo anterior, se propone como pregunta de investigación: ¿Qué tan eficiente es la tecnología de hidrocavitación en la extracción de principios activos a partir de la ortiga (Urtica dioica) y el agraz (Vaccinium meridionale)?





	Justificación

	La diversidad de plantas es un componente esencial de la biosfera y sustenta el desarrollo de la sociedad en todo el mundo9. Las necesidades básicas de la humanidad son abastecidas por las plantas, sin plantas que mantengan y renueven la biosfera, no habría lugar en ella para los seres vivos. Las plantas proporcionan el oxígeno del mundo y producen los componentes bioquímicos no solo para los alimentos, sino también para medicamentos, farmacologícos, cosmetológicos, herbicidas, biocombustibles, entre otros10. A pesar del desarrollo global y la creciente sofisticación de la agricultura, la horticultura y la silvicultura, las plantas silvestres siguen proporcionando una gran diversidad de subsistencia como producto de gran valor financiero. Millones de personas en todo el mundo dependen directamente de los recursos de plantas silvestres para al menos parte de sus medios de vida, ya sea para alimentos, medicinas, materiales de construcción, leña o ingresos financieros11.

Colombia, es un país privilegiado por la naturaleza, donde la diversidad de climas que se crean a través de grandes gradientes de altitud generan una variedad de ecosistemas representadas en punas, bosques de montaña, valles secos, desiertos altos y salinas, entre otras; paisajes que tienen diversidad de plantas y animales; está catalogado como uno de los países como la mayor diversidad en el mundo, precedidos solo por Brasil y seguidos por Indonesia, China y México12. Colombia tiene 28.000 plantas y líquenes; siendo un patrimonio invaluable que puede brindarle ventajas competitivas en el descubrimiento y desarrollo de ingredientes activos para la industria farmacéutica y cosmética mediante el uso sostenible de su biodiversidad. Sin embargo, a pesar de nuestra riqueza incalculable, aún estamos sujetos a la importación de ingredientes naturales para el desarrollo de productos, medicamentos cosméticos y fitoterapéuticos13.

Los extractos de plantas crudas se han utilizado en medicina popular para el tratamiento de abscesos, picaduras de insectos, micosis, inflamaciones, helmintos intestinales, diarrea, entre otras enfermedades14. Este potencial medicinal ha llevado a la industria farmacéutica a buscar agentes más efectivos, con el objeto de descubrir componentes activos potencialmente más útiles que puedan servir como nuevas moléculas o plantillas medicinales para la síntesis de nuevas entidades farmacológicas15,16. 

Por lo anterior, es una oportunidad innegable la generación de proyectos de investigación, que puedan convertirse en alternativas de negocio, a partir del estudio para el aprovechamiento de la biodiversidad existente en Colombia. Sin embargo, no solo se requiere hacer análisis de la riqueza en elementos activos de diferentes especies nativas, sino a sí mismo, estudiar la viabilidad del proceso productivo que permita hacer del proyecto sustentable y productivo en el tiempo. Mediante la ejecución de este proyecto de investigación se busca evaluar la posibilidad de extraer principios activos de dos plantas con un alto potencial en el campo farmacéutico y alimenticio, aplicando una tecnología que se viene trabajando e implementando en la Universidad Santo Tomás como es el de hidrocavitación.

El agraz no tiene un mercado grande en Colombia como si lo tiene el mercado Europeo, por lo que se perfila como un producto importante de exportación17. Por otro lado, la ortiga también presenta un mercado importante a nivel internacional. Luego la posibilidad de generar oportunidades de negocio a partir de la biodiversidad colombiana es una realidad en la cual la Universidad puede aportar y aprovechar para generar procesos agroindustriales. 
Los resultados esperados permitirían obtener publicaciones de alto impacto, ya que según la revisión bibliográfica no se han empleado reactores de hidrocavitación para dicha extracción. Adicionalmente, los resultados obtenidos podrían dar origen a un escalamiento del proceso de laboratorio a escala de planta piloto y posteriormente industrial para la obtención de principios activos usando la tecnología desarrollada en la Universidad Santo Tomás.



	Objetivo general

	Evaluar la extracción de principios activos de ortiga y agraz mediante el uso de hidrocavitación



	Objetivos específicos

	· Establecer el contenido de principios activos en ortiga y agraz a escala laboratorio.
· Escalar el proceso de extracción de principios activos de ortiga y agraz en reactor de hidrocavitación.
· Caracterizar el extracto obtenido a partir del uso de la hidrocavitación.



	Estado del arte y marco conceptual

	Ortiga.
La ortiga (Urtica dioica) es muy común en la industria farmacéutica ya que contiene una gran variedad de componentes químicas como polifenol, fenol, ácido graso, carotenoides y minerales como el calcio, cobalto, magnesio, fosforo, cobre, potasio y zinc  18, 19,20. Debido a su contenido de polifenoles y fenoles es ampliamente utilizada para la producción de antibióticos, analgésicos, antinflamatorios, antimicrobianos y antioxidantes 21,22, que ayudan a la prevención y mejoramiento de la salud en el ser humano. Adicionalmente, se emplea en tratamientos para pacientes con enfermedades como: deficiencia crónica cardiovascular, cáncer, hiperplasia prostática, infecciones urinarias, ulceras producidas por la diabetes y antiplaquetario 23,24,25. Existen muchos métodos para extraer propiedades de una planta como la maceración, destilación, extracción por Soxhlet, ultrasonido, fluidos super críticos, microondas, centrifugadoras y cavitación 21,24,26,27,20.  
Métodos de extracción de principios activos a partir de la ortiga
Distintos métodos se han reportado para la extracción de principios activos a partir de la ortiga. Dentro de los más importantes se tienen:
· Maceración: En este método la planta es sometida a maceración en mortero y luego se realiza la extracción con solventes. Se han evaluado distintos solventes como metanol (50%, 75% y 100%), etanol (50%, 75% y 96%) y agua, logrando la extracción de sustancias fenólicas, derivadas del ácido hidroxicinamico y flavonoides, mediante el análisis de HPLC se cuantificaron los fenólicos más abundantes hasta un total de 76.5% del total de compuestos que son: acido 2-O cafeína maleico y acido clorogénico23.
· Extracción por ultra sonido: Otra alternativa para la extracción es utilizando ultrasonido, usando agua como solvente a 40°C con una potencia máxima de 300 W y 20 kHz, logrando la extracción de 1.209 mg/g de ácido galo, 1.289 mg/g de ácido cafeico, 4.453 mg/g de ácido clorogénico, 1.100 mg/g de ácido p-cumarico, 5.735 mg/g de naringenina y 0.784 mg/g de naringin 28. Desafortunadamente este método de extracción no es escalable a un nivel industrial.
· Extracción por fluidos super críticos: Mediante el uso de CO2 presurizado es posible realizar la extracción a temperaturas entre 25°C y presiones entre 100 bar y 280 bar, con lo cual se obtienen 0.63mg/g de β-sitosterol y 0.058g/g de escopoletina29. 
· Extracción por microondas: Usando microondas y empleando agua como solvente con una potencia nominal de 407 W se logran extraer 1.125 mg/g de ácido galo, 1.223 mg/g de ácido cafeico, 4.798 mg/g de ácido clorogénico, 1.157 mg/g de ácido p-cumarico, 5.582 mg/g de naringenina y 0.665 mg/g de naringin 28.
· Extracción mediante centrifugación: Otra alternativa para la extracción es mediante el uso de centrifugación, empleando una mezcla 50:50 de agua destilada y etanol, con una velocidad de giro de 300 rpm por dos horas30.
Agraz.
El agraz (Vaccinium meridionale) es un fruto proveniente de un arbusto y perteneciente a la familia Ericaceae. Esta baya es nativa de Colombia y se cultiva también en países como Venezuela y Perú. Las condiciones adecuadas para el cultivo de agraz son altitudes entre los 2000 y los 3800 metros sobre el nivel del mar, lluvias entre los 958 y los 1350 mm por año; temperaturas entre los 13,5 y los 22,3ºC y pH de suelo entre 4,4 y 5,431. En estas condiciones, los departamentos colombianos que se destacan por el mayor número de reportes de crecimiento de agraz son Boyacá, Cundinamarca y Antioquia32. Para el año 2017, en Colombia se cultivó agraz en una extensión de 307,7 Ha, para una producción total de 2066,9 toneladas; consolidando un crecimiento sostenido desde 2013 equivalente al 156%33.

En los últimos años, se ha despertado un importante interés tanto por su alto consumo doméstico, dado que desde 2006 está incluida en el listados de las especies aceptadas para compra en los Estados Unidos; como por el carácter promisorio de sus derivados, asociados particularmente a sus altos contenidos de antocianinas y fenoles. El contenido de antocianina reportado es de 329 mg de cianidina equivalentes de 3-glucósidos por cada 100 g de muestra y con un contenido fenólico total fue de 758.6 mg de ácido gálico equivalente por cada 100 g de muestra34.

El efecto antioxidante y protector de los extractos de agraz ha sido evaluado en distintos campos y aplicaciones. Por ejemplo, para la industria de alimentos, se ha demostrado que retarda la oxidación de la grasa de hamburguesa35. En el sector farmacéutico, el extracto de agraz ha mostrado actividad cardioprotectora en experimentos in vivo en ratas36; así como un efecto antioxidante y capacidad oncoprotectora en modelos celulares de cáncer de colon37. De otro lado, en la industria cosmética, el extracto de agraz ha sido reportado como promisorio gracias a la inhibición de la actividad de las enzimas elastasa y colagenasa en fibroblastos humanos, por lo que podría ser usado en la formulación de productos antienvejecimiento38. 

En este sentido, el carácter promisorio del fruto hace necesario explorar opciones eficientes de extracción que garanticen la preservación de los activos antioxidantes. Las aproximaciones realizadas hasta el momento han empleado técnicas de extracción a escala laboratorio como licuado39 y macerado por Ultra-turrax® y ultrasonido40. En aras de impulsar el desarrollo de una industria de alto valor agregado fundamentada en la explotación de agraz, resulta vital evaluar metodologías de extracción a mayor escala. De acuerdo con el conocimiento de los autores, la hidrocavitación no ha sido empleada como metodología de extracción, por lo que será objeto de estudio del presente trabajo.




	Metodología

	
1. Obtención del material Vegetal

Material vegetal
Tanto las hojas de ortiga, como los frutos de agraz serán recolectadas en cultivos ubicados en el departamento de Cundinamarca. Con el fin de garantizar la homogeneidad del material vegetal este será recolectado al mismo tiempo y transportado al laboratorio. Una vez en el laboratorio, el material vegetal será pesado y clasificado de forma manual. Se removerán las hojas marchitas, las impurezas y los tallos más gruesos (ortiga); se rechazarán los frutos con evidencia de maltrato o descomposición (agraz). Se realizará un lavado con agua destilada..

2. Secado natural
Tanto los frutos de agraz como las hojas de ortiga serán secadas de forma natural mediante secado solar. Para esto, el material será dispuesto en canastillas plásticas convencionales. En el caso de la ortiga, se mantendrá una profundidad de la capa de hojas menor a 1 cm y para el agraz una de 5 cm, con el fin de evitar el pudrimiento. Las canastillas se mantendrán suspendidas para garantizar la circulación de aire por todos los costados. A lo largo del secado, se mantendrá un registro constante de temperatura y humedad para caracterizar el ambiente, haciendo uso de un termohigrómetro datalogger (94150, EBCHQ). Se determinará la humedad haciendo uso de una termobalanza (PMR 50, Radwag), donde el material se secará a 105ºC hasta peso constante.

El material seco será reducido haciendo uso de un molino convencional. El tamaño de partícula será determinado haciendo uso de un tamiz (Gilson), con el fin de garantizar un tamaño inferior a 1 mm. El material seco y molido será empacado en bolsas plásticas y almacenado a -4ºC hasta su uso, para evitar cualquier degradación 41.

3. Extracción de principios activos a nivel laboratorio y reactor de hidrocavitación

Obtención de extractos naturales
Para el método Soxhlet, 4 g del material vegetal seco serán cargados en un soporte de celulosa. Como solvente de extracción se emplearán 150 mL de una mezcla etanol/agua. Se evaluarán distintas proporciones de etanol/agua (25/75, 50/50, 75/25 y 100/0) por duplicado. La extracción se llevará a cabo durante dos horas; se tomarán muestras cada 15 minutos para ser determinada la absorbancia en espectrofotómetro. Una vez definidas las condiciones de extracción, se realizará la extracción de una muestra del material y se filtrará para quedarse con el extracto, el cual será sometido a condiciones de evaporación al vacío a 40ºC (Hei-VAP Advantage, Heidolph). De esta manera se reportará el porcentaje de extracto.

Obtención de extractos naturales por hidrocavitación
Se evaluarán al menos 5 relaciones de material seco de ortiga y agraz a solvente. Para ello se pesará el material a extraer y se colocará en el equipo de hidrocavitación. Se adicionará el solvente requerido, acorde al diseño experimental. Se podrá a funcionar el equipo en condiciones de presión que garanticen la extracción, teniendo en cuenta la diferencia de presión antes del reactor de hidrocavitación y después de pasar a través de él. Se registrará la temperatura, caudal, presión y potencia eléctrica a través del tiempo. Adicionalmente cada 5 minutos se tomarán muestras de 100 ml para registrar el contenido de extractos empleando evaporación al vacío. Para los dos extractos se realizará un diseño experimental y se determinará la relación material seco a solvente requerido para realizar la extracción, así como el tiempo requerido para llevarla a cabo. 

4. Caracterización de extractos obtenidos.

Caracterización de ortiga
La ortiga será caracterizada de acuerdo con los métodos reportados por Đurović et al 18. El contenido de terpenos y de ácidos grasos será determinado por cromatografía de gases (GC), a través de servicios técnicos elaborados por terceros. En el primer caso, se empleará el extracto obtenido por hidrodestilación y se usará un detector FID y un detector de masas con una columna HP-5MS (30 m, 0.25 mm ID, 0.25 µm) y usando He como gas de arrastre a un flujo de 2 mL min-1. Las temperaturas de trabajo serán las siguientes: inyector 250ºC, detector 300ºC, horno iniciando en 60ºC con un incremento lineal de 4ºC min-1 hasta alcanzar 150ºC. De otro lado, la determinación de ácidos grasos se hará sobre un extracto obtenido con formaldehído y etanol a partir de las hojas de ortiga. Se empleará un detector FID y una columna CP-Sil 88 (100m, 0.25 mm DI, 0.2 µm) con N2 como gas de arrastre a un flujo de 1 mL min-1. El flujo de N2 en el detector será de 25 mL min-1, el de aire 400 mL min-1 y el de H2 30 mL min-1. Las temperaturas del cromatógrafo serán las siguientes: inyector: 240ºC, detector 270ºC, temperatura inicial del horno 80ºC (por 0.5 min) con un incremento lineal de 4ºC min-1 hasta 220ºC. Esta temperatura se mantendrá por 4 min, luego se hará un nuevo incremento lineal de 4ºC min-1 hasta 240ºC, que se mantendrá por 10 min.
Así mismo, el contenido de metales en las muestras será determinado por Absorción Atómica.
Adicionalmente, la cuantificación de beta-carotenos se realizará por espectrofotometría de acuerdo con el procedimiento establecido en la literatura42.

Caracterización de agraz
El contenido de antocianinas en los extractos de agraz será determinado de acuerdo con el método estándar AOAC 2005.02 43. Así mismo, los fenoles totales en los extractos serán cuantificados por el método Folin-Ciocalteu de acuerdo con el procedimiento reportado por 44. De nuevo, se realizarán las caracterizaciones de ácidos grasos, polifenoles y contenido de metales descritos previamente en los frutos.


	Resultados esperados

	2 Artículos internacionales en Revista Indexada
1 Ponencia en Congreso Internacional
2 Tesis de Pregrado.
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	FINANCIACIÓN
	RECURSO
	DESCRIPCIÓN
	Valor partida
	Valor contrapartida (Externa)
	Total ($)

	RUBROS
	Servicios Técnicos
	Se requiere la contratación de servicios de cromatografía para la determinación de componentes en los extractos. La Universidad ECCI aportará los servicios de FTIT, SEM y absorción atómica, así como el uso de laboratorios para la realización de ensayos requeridos en el proyecto.
	$ 8.000.000
	$ 11.200.000
	$ 19.200.000

	
	Salidas de campo
	
	0
	0
	$ 0

	
	Equipos
	Se requiere la compra de un equipo  termohigrómetro datalogger, un rotaevaporador, 
	$ 8.000.000
	$ 2.000.000 (uso de equipo de la U. ECCI)
	$ 10.000.000

	
	Materiales, insumos y software
	Se requiere la compra de solventes, insumos para el equipo soxhlet, insumos de laboratorio, papel filtro, 
	$ 5.000.000
	0
	$ 5.000.000

	BOLSAS
	Papelería
	
	0
	0
	$  0

	
	Fotocopias
	
	0
	0
	$  0

	
	Material bibliográfico
	
	0
	0
	

	
	Auxilio de transporte
	
	0
	0
	$ 0

	
	Movilidad 
	Se requiere realizar presentación de resultados en  congreso de corte internacional
	$ 10.000.000
	0
	$ 10.000.000

	
	Publicaciones (Artículos, proceso editorial y traducción)
	Se requiere el pago de las dos publicaciones comprometidas
	$ 4.000.000
	$ 4.000.000
	$ 8.000.000

	TOTAL DEL PROYECTO:
	$ 52.200.000



	
	Presupuesto

	
	Horas nómina

	Concepto
	Nombre
	Escalafón
	Horas mes
	Sede / Seccional o Externo
	Total ($)

	Horas Nomina (Investigador Principal)
	Dionisio Humberto Malagón Romero
	5
	30
	Principal
	$ 12.789.600

	Horas Nomina (Co-Investigadores)
	Ricardo Alberto Forero Rubiano
	2
	20
	Principal
	$ 6.918.800

	
	Gloria Astrid Nausa
	Profesor Asistente
	40
	Externo (U. ECCI)
	$ 25.952.480
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