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GLOSARIO

ACEITE ESENCIAL: mezclas de varias sustancias sintetizadas por las plantas y
que se caracterizan por su compleja composicion quimica y su caracter volatil y
fuertemente aromatico.

ADITIVO: sustancia que se agrega en la formulacion de un producto para
obtenerlo con las caracteristicas deseadas.

AGENTE HUMECTANTE: aditivo con caracteristicas higroscépicas, poseen la
propiedad de absorber agua del ambiente y asi aumenta la dispersiéon de un
liquido sobre una superficie.

AGENTE QUELANTE: aditivo secuestrante que atrapa iones metalicos formando
complejos moleculares. Comunmente se incorpora a la formulaciéon como seguro
contra la contaminacién con metales pesados con el fin de evitar la degradacion
pronta del ingrediente activo.

AGENTE TENSIOACTIVO O SURFACTANTE: aditivo quimico, que ejerce su
efecto en la superficie de contacto entre dos fases (interfase), mediante la
modificacion de su tensién superficial, dandole propiedades caracteristicas a la
formulacion.

ALCALOIDES: metabolitos secundarios resultado de reacciones quimicas
naturales procedentes de aminoacidos. Son sustancias basicas que contienen
nitrégeno en un anillo heterociclico y se encuentran en las plantas superiores
como sales de un acido organico.

ANTIBACTERIAL: producto destinado hacia el sector de la limpieza e higiene,
puede ser definido como un biocida, que en términos generales describe a un
agente quimico, usualmente de alto espectro que inactiva microorganismos, este
se puede clasificar como antiséptico o desinfectante, siendo la principal diferencia
el destino de aplicacion: sobre tejidos vivos o superficies (material inanimado)
respectivamente’.

BACTERIAS: microorganismos unicelulares que no tienen nucleo ni organulos
metabolicos especificos, las bacterias se identifican, en parte por su estructura,
existen tres formas de bacterias: Esféricas (cocos), bacilares (bacilos) o espirales
o curvas (formas espiraladas).

! SANCHEZ, Leonardo., SAENZ, Eliana. Antisépticos y desinfectantes. Dermatologia peruana. 2005. Vol: 15 N°2.
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BIOPROSPECCION: rama de la ciencia dedicada a la busqueda de propiedades
medicinales, nutricionales, e industriales, farmacoldgicas y biotecnologicas en
materia viva.

CATALOGO ATCC: es la entidad encargada del reconocimiento y la certificacion
de las cepas bacterianas, asegurando pureza y calidad en los medios de cultivo.

CARDIOTONICOS: también conocidos como aglicones cardiotonicos, son
compuestos estructuralmente constituidos por el sistema anular esteroidal con los
grupos metilo C18 y C19. Su nombre es debido a presentar actividad estimulante
sobre el musculo cardiaco.

CROMATOGRAFIA DE CAPA DELGADA CCD: técnica analitica que tiene como
objetivo el andlisis de una mezcla de componentes. Se emplea para la seleccion
de un eluente.

CITOTOXICIDAD: propiedad que poseen ciertas sustancias en una célula de ser
téxico o nocivo para el ser humano.

COADYUVANTE: sustancia que potencia el efecto de un producto. Para un
desinfectante, ayuda a mejorar su efectividad, aumentando su actividad
antibacteriana, alargando su vida util, mejorando la afinidad entre aditivos -
ingrediente activo y mejorando el contacto del producto con la superficie a tratar.

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA: minima concentracién de sustancia
inhibitoria, que, en un periodo de tiempo predeterminado, es capaz de inhibir el
crecimiento in vitro de un indéculo bacteriano previamente estandarizado
(concentracion conocida de gérmenes). La determinacion de la CMI puede
realizarse por micro o macro dilucion en caldo, dilucion en agar o E-test.

CONTENIDO NETO: cantidad de producto en un preempacado declarado en el
rotulado por el empacador, exceptuando la envoltura y cualquier otro material
empacado con el producto.

CLORANFENICOL: antibi6tico de alto espectro, comunmente usado como control
positivo en pruebas se susceptibilidad antimicrobiana.

DESINFECTANTE: agente quimico que se aplica sobre superficies o materiales
inertes o inanimados, para destruir los microorganismos presentes en dicha
superficie y prevenir infecciones.

Drimys granadensis: mejor conocida como “aji de paramo” o “palo de aji,

perteneciente a la familia Winteraceae, son arboles primitivos presentes
principalmente en Suramérica y Centroamérica, en Colombia sobre las tres
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cordilleras entre 1700 y 3700 m; es conocida por sus propiedades medicinales,
que datan desde el siglo XVI°.

EFECTIVIDAD: con respecto a las pruebas in vitro, esta se mide de acuerdo al
tamafo de Halo de inhibicion formado para cada uno de los tratamientos. Entre
mayor sea su diametro, el producto evaluado serd més efectivo.

ELUCION: extraccion, mediante un liquido apropiado, de una sustancia que se
encuentra absorbida en un medio solido.

ELUENTE: disolvente utilizado con el fin de efectuar la separacién por elucion.

ESTABILIDAD DEL PRODUCTO: propiedad de mantener invariables las
caracteristicas organolépticas y funcionales de un producto con respecto al paso
del tiempo y de las condiciones ambientales.

ESTEROIDES: compuesto organico de 17 atomos de carbono. Son lipidos
simples, no saponificables (no se derivan de acidos grasos) que se encargan del
metabolismo de carbohidratos, proteinas y otros lipidos, sin embargo, se
distinguen por su funciéon hormonal en el ser humano.

ESTUDIO DE ESTABILIDAD A TIEMPO REAL: estudio de estabilidad disefiado y
realizado en las condiciones de almacenamiento pre-establecidas, durante el
tiempo total del periodo de eficacia propuesto, en su envase original.

ETIQUETA: rétulo, marbete, inscripcién, imagen u otra materia descriptiva o
grafica, escrita, impresa, estarcida, marcada, grabada en alto o bajo relieve o
adherida al envase o empaque.?

EXTRACCION: transferencia selectiva de compuestos desde una mezcla sélida o
liquida hacia una fase liquida (normalmente un disolvente organico).

EXTRACTO BLANDO: tipo de extracto vegetal que se caracteriza por tener una
consistencia semisoélida. El disolvente suele ser agua o mezclas hidroalcohdlicas,
son poco estables y resultan dificiles de manipular.

EXTRACTO CRUDO: extracto vegetal obtenido luego de la metodologia de
extraccion, al cual no se le ha eliminado el solvente utilizado.

EXTRACTO SECO: extracto vegetal concentrado al cual se ha sometido a un
proceso de eliminacion del solvente utilizado.

% NTC 5465 Requisitos para el rotulado o etiquetado de productos de aseo y limpieza
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EXTRACTO VEGETAL: producto liquido obtenido a partir de plantas o parte de
ellas con varios procedimientos y con varios solventes.

FITOQUIMICA: disciplina cientifica que tiene como objeto el aislamiento, analisis,
purificacion, elucidacion de la estructura y caracterizacion de la actividad biologica
de diversas sustancias producidas por los vegetales®.

FLAVONOIDES: pigmentos naturales presentes en metabolitos secundarios de
las plantas. Sintetizados a partir de una molécula de fenilalanina. Caracterizados
por ser polifenélicos con 15 atomos de carbono y solubles en agua.

FUNCIONALIDAD: es una caracteristica que define si un producto es util para el
propésito con el cual fue creado.

GRUPO DE MOLECULAS: (Objetivos) se refiere a los metabolitos secundarios
presentes en el extracto vegetal.

HALO DE INHIBICION: zona alrededor de un disco de antibi6tico en el que no se
produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada para determinar la
potencia del antibiético frente a la bacteria.

HUMEDAD: cantidad de agua, vapor de agua o cualquier otro liquido que esta
presente en la superficie, en el interior de un cuerpo, en el aire o en el extracto
vegetal.

INGREDIENTE ACTIVO: sustancia o mezcla de varias con actividad biol6gica que
tienen la capacidad de interactuar con nuestro organismo y sus distintos sistemas.

MACERACION: proceso de extraccion solido-liquido. Es la operacién por la cual
se hace actuar un disolvente sobre el material que se desea extraer, a
temperatura ambiente. La agitacion continua del recipiente de maceracion
favorece la extraccion.

MARCHA FITOQUIMICA: método cualitativo que permite evidenciar la presencia
de ciertos metabolitos secundarios como flavonoides, quinonas, entre otros, en un
extracto vegetal especifico. Este procedimiento no permite cuantificar la cantidad
de aquellos ni los compuestos quimicos especificos.

METABOLITOS SECUNDARIOS: compuestos que no tienen una funcion
reconocida en el mantenimiento de los procesos fisiolégicos fundamentales de los
organismos que los sintetizan®.

® Diccionario de términos ambientales [en linea]
< http://www.ambientum.com/diccionario/listado/diccionario.asp?letra=f# > [ citado el 2/10/2016]

4 ROCA, W., MROGINSKI, L. Cultivo de Tejidos en Agricultura Fundamentos y Aplicaciones. CIAT. Colombia,1991.
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METODOS CUALITATIVOS: procedimientos que permiten caracterizar una
muestra y/o distinguir composiciones, mas no medir numéricamente el valor de
sus variables.

METODOS CUANTITATIVOS: procedimientos que permiten medir con valores
numéricos alguna variable. En la prueba antibacteriana es aquel que permite
determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM).

METODO DE DISCO DIFUSION: procedimiento que, por medio de halos de
inhibicion, permite clasificar directamente a un microorganismo como sensible o
resistente.

PRUEBA FITOQUIMICA PRELIMINAR: es la prueba quimica de caracterizacion
consistente en una reaccion quimica que produce alteracion rapida en la
estructura molecular del compuesto, lo cual da por resultado una manifestacion
sensible como el cambio de color, la formacion de un precipitado o el
desprendimiento de un gas.

PRUEBA IN VITRO: es un conjunto de pruebas desarrolladas en el laboratorio a
partir de productos biolégicos vivos.

PRUEBA IN VIVO: tipo de experimentacion por oposicién a aquella que se hace in
vitro, es decir se desarrolla en el lugar de aplicacion.

QUINONAS: metabolito secundario que se caracteriza por estar conformado por
dicetonas ciclicas insaturadas que por reduccion se convierten en polifenoles.

SAPONINAS: son glucésidos de esteroides o de triterpenoides, llamadas asi por
sus propiedades semejantes a las del jabon: cada molécula esta constituida por un
elemento soluble en lipidos (el esteroide o el triterpenoide) y un elemento soluble
en agua (el azucar), tienen la propiedad de hemolizar la sangre y disminuir la
tensién superficial del agua, formando una espuma abundante.

SESQUITERPENOS: compuestos de 15 carbonos (Cis(H)) basados en 3
unidades de isopreno.

SOLUCION STOCK: solucién de mayor concentracion también llamada solucion
madre, a partir de la cual se pueden hacer diluciones sucesivas hasta alcanzar la
concentracion deseada.

TANINOS: metabolitos secundarios de las plantas, fendlicos, no nitrogenados,
solubles en agua y no en alcohol ni solventes organicos. Abundan en las cortezas
de los robles. Son productos de excrecion de muchas plantas, involucrados en
mecanismos de defensa de las mismas contra parasitos. Quimicamente son
polimeros de polifenoles.
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TIEMPO DE CONTACTO: es el tiempo que toma el desinfectante en unirse con el
microorganismo, atravesar su pared celular y llegar al sitio especifico, donde el
desinfectante actua.

TINCION DE GRAM: tincién desarrollada por el doctor Christian Gram en 1884, y

permite de acuerdo con la estructura y el grosor de la pared bacteriana agrupar a
estos microorganismos”.

VEHICULO: sustancias que se emplean en las formulaciones para diluir el
complejo total hasta un volumen o peso determinado.

> RODRIGUEZ, Evelyn. et al. BACTERIOLOGIA GENERAL Principios y Préacticas de Laboratorio. Editorial Universidad de
Costa Rica. 2005. p 63.
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RESUMEN

Se desarroll6 un producto desinfectante de superficies para uso doméstico, a partir
de una fraccibn medianamente polar de la especie proveniente del paramo
altoandino: Drimys granadensis, con el fin de proponer una alternativa de origen
organico a diferencia de los productos sintetizados quimicamente. Para esto, se
fracciond el extracto vegetal crudo con cuatro solventes de polaridad creciente:
Hexano, Cloroformo, Acetona y Metanol, para a cada uno se determin0é sus
propiedades antibacterianas y su concentracibn minima inhibitoria en 4 cepas:
Staphylococus aureus, Staphylococus epidermis, Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae, dando como resultado que la fraccion de acetona fue la de mayor
efectividad, con una CMI de 15 mg/ml; teniendo en cuenta este resultado, se
realiz6 una marcha fitoquimica a través de cromatografia en capa delgada y uso
de agentes reveladores, identificando alta presencia de Taninos y Cardiotonicos.

A continuacion, se evalud la estabilidad y las caracteristicas organolépticas de 3
pre-formulaciones, variando el pH de cada una y, posteriormente, se les realizo
pruebas comparativas in vitro e in vivo contra dos productos desinfectantes
comerciales; segun los resultados se encontrd que el tratamiento con un pH 4, fue
el mas estable y efectivo, razén por la cual, se decidié emplear esta composicion
como la formulacion del producto final.

Finalmente, se propuso un disefio de procesos preliminar a nivel planta piloto,
para la obtencion de 200 L mensuales del desinfectante, tomando en cuenta los
costos asociados a esta propuesta. Con un VPN de $ -42.774.842 millones y un
valor de TIR -6.10% se llegd a la conclusion de que no es rentable la produccién
en un periodo de 3 meses.

Palabras claves: Drimys granadensis, desinfectante, extracto vegetal, aditivos,
bacterias gram positivas, bacterias gram negativas.
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ABSTRACT

A surface disinfectant for domestic use, was developed from a partially polar
fraction of the Andean Paramo specie: Drimys granadensis. The purpose of this
project is to propose an organic alternative to the chemical synthetized products.
To do so, the vegetal extract was fractionized with four increasing polar solvents:
hexane, chloroform, acetone and methanol. For each one of them, the antibacterial
properties and the minimum inhibitory concentration were evaluated, in four
bacterial strains: Staphylococus aureus, Staphylococus epidermis, Escherichia coli
y Klebsiella pneumoniae, The results established that the acetone fraction
presented the greater effectiveness, with a MIC of 15 mg/ml. According to the
previous results, a phytochemical screening was developed through Thin-Layer
Chromatography and detecting reagents, identifying Tannins and Cardiotonics,
mostly.

Subsequently, the stability and the organoleptic characteristics of 3 pre-
formulations were evaluated, varying the pH value for each one. Afterwards,
comparative in vitro and in vivo tests were evaluated, with two commercial
products; corresponding to the results, the formulation with pH 4, was the most
stable and effective, which is the reason why it is decided to be the final
composition of the product.

Finally, a preliminary, process desing was proposed to a Pilot scale production, to
obtain 200 liters of the disinfectant, each month, involving the associated costs.
With a Net present value of $-42.774.842 million and an internal rate of return of -
6.10%, the production of the disinfectant is not profitable.in three months period.

Key words: Drimys granadensis, disinfectant, vegetal extract, additives, gram
positive bacteria, gram negative bacteria.
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INTRODUCCION

El aprovechamiento responsable de las especies vegetales en Colombia, es un eje
fundamental para la conservacion de la biodiversidad en el pais y, paralelamente,
a la innovacion en el mercado de articulos de origen natural en diversos sectores
industriales. Esta alternativa procedente de materias primas orgénicas, podrian
ofrecer una solucién a la probleméatica ambiental que se vive actualmente, debido
a la mala disposicion de los productos sintetizados quimicamente, los cuales en su
gran mayoria terminan en fuentes hidricas, perturbando el equilibrio en
ecosistemas acuiferos.

A partir de esto, se ha demostrado que la produccién y el uso habitual de
desinfectantes sintetizados quimicamente a base de alcohol, cloro, fenoles, entre
otros, trae efectos ambientales negativos hacia fuentes hidricas, suelo y aire (en el
caso de aerosoles) y a su vez, problemas de salud humana®. Investigaciones
como la realizada en el 2011 por Ramos y Alonso, se reporta que actualmente
existen cepas bacterianas resistentes a mdltiples antibiéticos con susceptibilidad
disminuida a diferentes desinfectantes’, lo cual ha desencadenado un problema
de salud publica, el cual se le da un manejo desde la perspectiva de diferentes
instituciones del pais.

El Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis es una de las entidades que
contribuye a dar parte de la solucion a esta problemética, abordando dichos temas
dentro de las instalaciones de la subdireccién cientifica, mediante el programa de
investigaciéon en Especies y Propagacion, el cual se fundamenta en dos ejes
tematicos: Sistema integrado y Biosprospeccion; el principal enfoque de la linea de
Bioprospeccion, es caracterizar extractos vegetales de diferentes especies nativas
altoandinas, para evaluar sus potenciales actividades biolégicas. Entre estos, la
especie Drimys granadensis L.f, mejor conocida como “canelo de paramo”, ha
demostrado tener moléculas con propiedades bactericidas y alta citotoxicidad en
sus extractos vegetales. Con base en esto, se quiere aprovechar sus
caracteristicas para la formulacion de un producto desinfectante de superficies, el
cual no solo sera una alternativa en términos de los desinfectantes sintetizados
guimicamente, también se impulsara indirectamente al uso y conservacion de
especies nativas colombianas, enriqueciendo la biodiversidad en el pais.

6 US PATENT. Disinfectant Formulation. Inventor: DAIGLE, F., et. al., Estados Unidos, Patente de investigacion. US

9,609,864 B2. 04 de Abril 2017.

! RAMOS, Yusibeska y ALONSO, Guillermina, Evaluacion de la resistencia a agentes desinfectantes de bacterias aisladas
de ambientes naturales. Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia. Vol. 31. P. 130 — 137.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un producto antibacteriano procedente del extracto de las hojas de
Drimys granadensis a nivel laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Seleccionar el grupo de moléculas con mayor potencial bactericida, presentes
en el extracto vegetal crudo de la especie.

Especificar la formulacion del desinfectante partiendo de un disefio
experimental.

Evaluar la efectividad y la funcionalidad del desinfectante antibacterial
comparado frente un producto comercial.

Proponer un disefio preliminar del proceso de obtencidén del desinfectante a
nivel planta piloto.

Estimar los costos asociados a la propuesta de disefio y a las especificaciones
técnicas.
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1. MARCO TEORICO

Con el objetivo de dar inicio a la investigacion propuesta, es importante tener en
cuenta los referentes tedricos en que se basa el proyecto. La formulacion de un
producto abarca conceptos desde las caracteristicas de la especie a utilizar, hasta
su proceso de manufactura y su disefio conceptual de proceso; teniendo esto en
cuenta, se resaltan los conceptos que se explican a continuacion.

1.1 BIOPROSPECCION

El término Bioprospeccién, es comprendido principalmente como la “investigacion
realizada para identificar especies, variedades, genes y productos con usos
actuales o potenciales por parte de la humanidad. Juega un papel fundamental
para el uso y proteccion racional de la biodiversidad”®. De igual manera, es
entendido como la “busqueda intensa de metabolitos novedosos a partir de
fuentes naturales, tradicionalmente de microorganismos, pero también de plantas
y animales™. Esta rama de la ciencia enfocada en el aprovechamiento de las
distintas propiedades que ofrece la materia organica renovable, ha adquirido una
gran importancia en paises ricos en diversidad biol6gica, como es el caso de
Colombia®®, donde la bioprospeccién se considera una estrategia para aumentar
las capacidades de realizar actividades cientificas y tecnoldgicas, contribuyendo
con procesos de desarrollo dentro del pais; segiin Duarte y Velho'!, la adecuada
capacidad cientifica y tecnoldgica instalada es necesaria, pues esto servira como
cimiento para abordar este tema; en Colombia existen capacidades basicas que
impulsan el desarrollo en este campo de la ciencia, sin embargo, se requiere una
mayor motivacion por medio de acciones politicas y formacion de grupos de
investigacion avalados por la comunidad cientifica y tecnologica.

El establecer grupos de investigacién tiene como objetivo planear y ejecutar
proyectos en que se requiera una investigacion cientifica y que comprenda la
generacion de nuevo conocimiento tedrico y experimental, hasta llevarlo al ambito
aplicado a problemas de la vida cotidiana. Segun la plataforma ScienTI| del
Instituto Colombiano para el desarrollo de la ciencia y la tecnologia
(COLCIENCIAS)*?, se encuentran registrados 618 grupos de investigacién en
areas como Ciencias quimicas, Ciencias biolégicas, Ciencias de la tierra y

8 Sittenfeld, A., Gamez, R. 1993. Biodiversity prospecting by INBio. En Reid, W. V., Laird, S. A., Meyer, C. A., Gamez, R,
Sittenfeld, A., Janzen, D. H. (Eds). Biodiversity prospecting: using genetic resources for sustainable development.
Washington. World Resources Institute. P 69-98
9 Melgarejo, L. M., Sanchez, J., Chaparro, A., Newmark, F., Santos-Acevedo, M., Burbano, C. y Reyes, C. 2002.
Aproximacién al estado actual de la bioprospeccion en Colombia. Serie de Documentos Generales INVEMAR No.10.
Cargraphics. Bogota, 334p.
CARRIZOSA POSADA,Santiago. Bioprospeccién y El Acceso a Los Recursos Genéticos: Una Guia Practica.
Corporacién Auténoma Regional de Cundinamarca, 2000.
DUARTE TORRES,Oscar y VELHO,Léa. Capacidades cientificas y tecnolégicas de Colombia para adelantar practicas
de bioprospeccion. En: Revista Iberoamericana De Ciencia Tecnologia y Sociedad. vol. 4, no. 12, p. 55-68
12 |nstituto Colombiano para el Desarrollo de la Ciencia y la Tecnologia. COLCIENCIAS. [En linea]: Plataforma ScienTl. <
http://scienti.colciencias.gov.co:8083/ciencia-war/BusquedaGrupoXArea.do> [Consulta: 26 de Enero de 2017]
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medioambientales y otras Ciencias Naturales, dentro de las cuales se encuentra el
tema de bioprospeccion; existen diversas instituciones que promueven el
desarrollo en temas de esta indole, el presente trabajo se basa en la propuesta
hecha por el Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis, especificamente en
el trabajo desarrollado por la linea de investigacion en Bioprospeccion, el cual
aborda el manejo y aprovechamiento de extractos vegetales con potencial de uso
farmacéutico, cosmético, alimenticio o de limpieza, como estrategia de
conservacion de especies vegetales, actualmente enfatizado en el paramo andino,
encontrando especies con alto potencial, una de ellas es Drimys granadensis L.f,
la cual seré objeto de estudio principal en esta investigacion.

1.2 FAMILIA Winteraceae

Familia que contiene de 4 a 7 géneros y entre 60 y 90 especies de plantas
diferentes, la mayoria de especies nativas de origen asiatico y australiano®®. Se
estima que esta familia viene existiendo entre 75 a 45 millones de afios y también
se encuentran la regién de Centro América, Sur América y Madagascar'* como se
observa en la figura 1.

Figura 1. Lugares donde crecen especies nativas de la familia Winteraceae.

- PR, Bt T
Fuente: Missouri Botanical Garden Website™®.

Fenotipicamente, la familia Winteraceae se reconoce por estar compuesta de
arboles y arbustos aromaticos, que crecen entre 10 cm y 18 metros de altura y
contienen hojas alternas con puntos verdes claros, flores y frutos pequefios y su
rasgo distintivo es su aroma fragante.*®

3 Enciclopedia Britannica. Winteraceae Plant Family. [En linea] <https://global.britannica.com/plant/Winteraceae>
[Consulta: 26 de Enero de 2017]

4 Missouri Botanical Garden. Angiosperm Phylogeny Website. [En Linea]:
<http://www.mobot.org/MOBOT/Research/APweb/orders/canellalesweb.htm#Winteraceae> [Consulta: 26 de Enero de
2017]

™ Ibid.

16 John Hutchinson (1973). The Families of Flowering Plants. Oxford at the Clarendon Press [En Linea] <
https://www.abebooks.co.uk/servlet/BookDetailsPL?bi=19127546811&searchurl=tn%3Dthe%2Bfamilies%2Bof%2Bflowe
ring%2Bplants%26sortby%3D17%26an%3Dhutchinson%2Bj> [Consulta: 26 de Enero de 2017]
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Entre los géneros que contiene la familia, lo mas estudiados son: Pseudowintera,
Takhtajania, Tasmannia, Zygogynum y Drimys'’, siendo el Gltimo el objeto de
estudio para la investigacion.

Las plantas que se catalogan dentro del género Drimys se encuentran en Ameérica,
empezando por el sur de México hasta acabar en la parte sur de Argentina. Son
plantas primitivas que crecen en zonas humedas y climas entre templado y frio.
Las especies representativas para este género son: D. brasiliensis, D. winteri y D.
granadensis.

1.3 Drimys granadensis L.f

Comunmente conocida como “Canelo de paramo” o “Palo de aji”, en la tabla 1 se
encuentra la taxonomia de la especie.

Tabla 1. Taxonomia de Drimys granadensis

Taxonomia
Reino Plantae
Clase Angiospermas
Orden Canellales
Familia Winteraceae
Género Drimys

Especie Drimys granadensis
Fuente: Base de datos Theplantlist.com™

Es un arbol de hasta 20 metros de altura y un diametro de 40 cm, el cual se
encuentra en los bosques montanos de Sur y Centro américa, en paises como
México, Costa Rica, Ecuador, Chile, Argentina y en Colombia en zonas frias de
Antioquia, Cundinamarca, Caldas, Cauca y Boyaca™, incluyendo los bosques de
montafia alta en el paramo andino donde crece a una altura entre los 1600 y 3200
msnm.

En Colombia, la planta crece a unas condiciones climéticas entre los 6 y 18°C, un
promedio anual de lluvias de 2000mm con fuerte invierno en los meses de Abril,
Mayo, Julio, Agosto y Noviembre?°.

o Royal Botanic Gardens KEW. Vascular Plant Families and Genera. List of genera in family Winteraceae. [En linea]: <
http://data.kew.org/cgi-bin/vpfg1992/genlist.pl?WINTERACEAE> [Consulta: 26 de Enero de 2017]

The Plant List. A working list of all plants species. Drimys granadensis. En linea. [Consultado: 05 de Octubre de 2016]
http://www.theplantlist.org/tpl1l.1/search?q=drimys+granadensis
° DEL VALLE A, J. 1972. Introduccién a la Dendrologia de Colombia. Centro de Publicaciones, Universidad Nacional de
Colombia. Medellin, Colombia, p. 351.
20 Alcaldia de Boyaca. Esquema de ordenamiento territorial Pachavita — Boyaca (2003/2012). Fisico — Biético. Zonas de
vida. p. 73.
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Se caracteriza por tener tronco recto y cilindrico con una corteza externa color
gris, hojas simples color verde oscuro de forma eliptica, simétrica, con una
relacion de 3:1 con medidas de aproximadamente 5 — 12 centimetrosy 1 —5.5 de
largo y ancho respectivamente®'; su cara abaxial (inferior o envés) es color blanco
mostrando presencia de bastoncillos de cera®* como se puede observar en la
ilustracion 1. Paralelamente, es una especie angiosperma, la cual engendra flores
bisexuales, blancas, con gran cantidad de pétalos y frutos que se caracterizan por
ser bayas o foliculos con semillas; en la ilustracion 2 se muestra un ejemplar de
sus flores y frutos. Un rasgo distintivo de D. granadensis es su aroma fuerte y
sabor picante (de ahi su nombre comun), especialmente en sus hojas y tallos.

llustracion 1. Superficie abaxial de la hoja de Drimys granadensis.

Fuente: Base de datos PlantSystematics.org?*

2 Tropicos.org., Missouri Botanical Garden, http://www.tropicos.org/Name/34200005 [Consulta: Lunes, 03 de Octubre de
2016]
22 CASTELLANOS, Salvador Acosta y VILELA, Alejandra E. Anatomia foliar y morfologia del polen de Drimys granadensis
var. mexicana (winteraceae: magnoliales). En: Polibotanica. no. 8, p. 1-12
HAMMEL, Barry, Drimys granadensis L. f,, 2009,
http://www.tropicos.org/ImageFullView.aspx?imageid=21424&projectid=3 [Consulta: Sabado, 01 de Octubre de 2016]
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1.3.1 Usos. La especie Drimys granadensis L.f, siendo del género mas
representativo en su familia, tiene como caracteristica principal sus propiedades
medicinales, que datan desde el siglo XVI?®, con base a esto, se ha utilizado la
corteza y hojas de esta planta en la medicina tradicional de Costa Rica como
analgésico y en infusién para combatir el dolor de estémago y como diurético®®; en
paises como Chile y Brasil, se ha utilizado para combatir el sarna, la constipacion
y la diarrea.

La madera de su tronco ha tenido usos en carpinteria, cajas, construcciones,
muebles, paneles, pulpa y papel®’.

A partir de la investigacion y de métodos de extraccion de sus aceites esenciales,
los cuales poseen metabolitos secundarios que, mediante pruebas de laboratorio
se ha demostrado que tiene propiedades pesticidas y desinfectantes?®.

1.3.2 Metabolitos secundarios. A partir de las aglicaciones naturistas
mencionadas anteriormente, autores como José F. Ciccié® de la Universidad de
Costa Rica, efectu6é estudios para conocer la composicion quimica de D.
granadensis que crece en Costa Rica en el afio 1996; en su investigacion separo e
identific6 mediante la técnica de hidrodestilacion 42 compuestos representantes
del 91.4% del aceite esencial, del cual los hidrocarburos monoterpénicos
constituyen un 45,8%; por otro lado, se encontr6 que los monoterpenos
oxigenados representan el 25.7% y los hidrocarburos sesquiterpénicos un 16.8%
del acs%ite, del cual es Germacreno D es el constituyente mayoritario con un
10.2%"".

En el afio 2011, GAVIRIA, Mauricio, et al., de la Universidad de los Andes
realizaron la separacién de componentes en el aceite esencial de D. granadensis y
compararon los resultados obtenidos de José Ciccié (1996). En la especie
colombiana se pudieron separar por medio de la técnica de hidrodestilacion, una
totalidad de 88 compuestos, de los cuales se identificaron 85, representando el
98.6% del aceite esencial total, donde hay en abundancia Sesquiterpenos
oxigenados en una proporcion de 37.6%, seguido por Sesquiterpenos
hidrocarbonados con 36.1% Diterpenos en un 11.1%. Los compuestos

2 MICHELANGELI, Fabian A Leaf abaxial surface,

http://www.plantsystematics.org/imgs/fm18/r/Winteraceae Drimys granadensis%20%20 28894.html| [Consulta: Sabado, 01
de Octubre de 2016]
5Organizacién para la Educacion y Proteccion Ambiental - Canelo de paramo - Drimys granadensis.
http://www.opepa.org/index.php?option=com_content&task=view&id=460&Itemid=30 [Consulta: Miércoles, 31 de agosto
de 2016].
STANDLEY, P.C. 1937. Flora of Costa Rica. Citado por CICCIO, José F. Aceites esenciales de las hojas y de los frutos
verdes de Drimys granadensis (Winteraceae). vol. 1, no. 1, p. 29
27 .
Ibid., p. 30.

%8 bid., p. 29.
29 CICCIO, José F. Aceites esenciales de las hojas y de los frutos verdes de Drimys granadensis (Winteraceae). vol. 1, no.
1,p.29
%9 Ibid., p.

26
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mayoritarios se pueden observar en la figura 2 siendo: a) Germacreno D (14.7%),
b) Esclareno (9.5%) y c) a-cadinol (7.3%)'.

Figura 2. Compuestos volatiles representativos de Drimys granadensis
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El estudio concluyé que la especie que se siembra en el paramo andino
colombiano difiere considerablemente en la composicién con respecto a la especie
costarricense, debido a que, aunque hubo similitudes en cuanto los metabolitos
secundarios, la cantidad de cada uno es diferente, como se puede apreciar en la
tabla 2, esto puede ser debido a atributos genéticos y a la variedad bio-geografica
en la composicion del suelo, condiciones climaticas y demas, en cada pais.

Tabla 2. Diferencia de los metabolitos secundarios en D. granadensis.
Metabolito secundario Variedad costarricense Variedad colombiana

Monoterpenos 45 8% 10.6%
hidrocarbonados
Moqoterpenos 25 704 2.1 %
oxigenados
S_esqunerpenos 16.8% 36.1%
hidrocarbonados
Sesquiterpenos 1.5% 37.6%

oxigenados
Fuente: CICCIO, J y GAVIRIA, M.

32,33

El estudio de Gaviria et al., también demostr6 que el extracto de D. granadensis
mostré inhibicion de crecimiento bacteriano en 8 cepas distintas, tres Gram
negativas (Salmonella enteritidis, Pseudomonas aureginosa y Escherichia coli) y
cinco Gram positivas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (dos tipos
distintos), Bacillus cereus y Staphylococcus epidermidis). Teniendo resultados
superiores para este Ultimo grupo de bacterias. Esta propiedad hace del extracto
de esta especie una buena alternativa para disefiar productos antibacteriales®*.

31 GAVIRIA, M., et al. Chemical composition and antibacterial activity of the essential oil of Drimys granadensis L.F leaves
from Colombia. vol. 8, no. 1, p. 533

%2 cicclo, José F. Op. cit., p. 29.

33 GAVIRIA, M., et. al., Op. cit. p. 534.

** Ibid.
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No obstante, la autora DUENAS, J.**> determiné que D. granadensis posee un alto
nivel de toxicidad en su extracto vegetal, a partir de un ensayo de toxicidad,
empleando un método de cuantificacion de la tasa de mortalidad de Artemia
salina, en presencia de diferentes concentraciones del extracto, en el Jardin
Botanico de Bogota José Celestino Mutis. Se realiz6é un estudio comparativo de D.
granadensis con dos especies mas: Valeryana triphylla y Lippia turbinata, dando
como resultado que la dosis letal media de D. granadensis fue muy superior a las
demads, descartando la especie para la elaboracion de productos destinados a
aplicacion humana. Sin embargo, esta alta toxicidad es una caracteristica idonea
para posibles usos en productos para superficies y derivados®.

1.4 DESINFECTANTES

Segun la RAE, desinfectar quiere decir “quitar a algo la infeccién o la propiedad de
causarla, destruyendo los gérmenes nocivos o evitando su desarrollo”®’ y como su
palabra lo indica, los desinfectantes son agentes quimicos, fisicos o bioldgicos,
cuyo objetivo es destruir la mayoria de microorganismos patdogenos presentes
para disminuir los riesgos de contaminacion, infecciones y de enfermedades.
Existen diversas clases de desinfectantes y difiere en el tipo de moléculas que
prevalece en su composicion quimica, a su vez, existen distintos niveles que
dependen de la potencia del producto, la cual se puede ver afectada por factores

internos y externos que influye en su eficacia.

1.4.1 Clases de desinfectantes. Actualmente, en el mercado se comercializan
desinfectantes para superficies sintetizados por via quimica, los mas comunes son
el hipoclorito sédico, acido peracético, peréxido de hidrogeno (agua oxigenada),
alcohol etilico (etanol), alcohol isopropilico (isopropanol), Aldehidos, compuestos
de amonio, compuestos fendlicos, Yodo, entre otros*®; la actividad bactericida, los
sinergismos y antagonismos de cada uno de ellos se puede observar en la tabla 3.

% DUENAS, J.T., Desarrollo de un producto bioactivo partiendo de extractos vegetales de especies alto andinas. Fundacion
Universidad de América. Facultad de Ingenieria. 2017. p. 36

36, .
Ibid., p. 51.
’ Real academia espafiola (2016) Diccionario de la lengua espafiola [Consulta: Lunes, 03 de Octubre de 2016]

% INSTITUTO NACIONAL DE SEGURIDAD E HIGIENE EN EL TRABAJO, NTP 429: Desinfectantes: Caracteristicas y
Usos Mas Corrientes. Espafia, 1999. p. 1-4
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Tabla 3. Espectros de actividad, sinergismos y antagonismos de desinfectantes
Microorganismos

Desinfectantes Bacterias Bacterias Antagonismos Sinergismos
Gram + Gram -
Aldehidos +++ +++ Amoniaco Humedad > 50%

Materia organica,

Compuestos . . Tiosulfatos,
clorados Sulfuros, Sales
ferrosas
Materia orgéanica, :
Compuestos . . Com uestog de H Jabones, Amonio
yodados P 9 cuaternario

Tiosulfato de sodio

Compuestos de

: . +++ + Materia organica Cresol
amonio cuaternario

Materia organica,

Amonio cuaternario, Sales de sodio y
Ciertos jabones, potasio, sales
Alcohol para el metalicas

hexaclorofeno

Fenoles +++

I+

Fuente: Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el trabajo, Espafia.

1.4.2 Niveles de desinfeccion. La potencia del desinfectante depende
fundamentalmente del grado de destrucciébn de microorganismos requerido, se
proponen tres niveles, segln en lo que basaron su trabajo de grado los autores
Flamenco, J y Guevara G*°, en el afio 2011:

e Nivel alto: Exterminacion de todas las formas bacterianas vegetativas, hongos,
virus y algunas endoesporas bacterianas.

e Nivel intermedio: Elimina todas las formas bacterianas vegetativas y hongos,
pero pueden sobrevivir virus no lipidicos y las micobacterias.

e Nivel bajo: Extermina bacterias vegetativas, virus lipidicos, pero no elimina
todas las formas fungicas, micobacterias, virus no lipidicos ni esporas.

1.4.3 Factores que influyen en la eficiencia de desinfeccion. Una vez se tenga
seleccionado el nivel en que se requiere formular el desinfectante, se debe tener
especial cuidado con los factores que pueden alterar la potencia del producto,
debido % gue estos podrian causar deficiencias en el producto si no se tienen en
cuenta.

39 FLAMENCO, José W. y GUEVARA, Glenda I. Formulacion de tres productos desinfectantes y evaluacion de su actividad

antimicrobiana. vol. 1, no. 1, p. 26
40 SANCHEZ, Ly SAENZ, E. Op. cit. p. 2.
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1.4.3.1 pH. Afecta el enlace ionico de un desinfectante con la pared celular de una
bacteria; si un desinfectante se encuentra en un pH 6ptimo, se garantiza que una
mayor cantidad de moléculas de desinfectante de adhieran a un mayor niumero de
microorganismos, de lo contrario, el producto pierde efectividad. A su vez, muchos
desinfectantes son més estables en un rango de pH determinado.*

1.4.3.2 Naturaleza del microorganismo. La efectividad de un desinfectante
difiere segun el tipo de microorganismo a exterminar, debido a que en cada uno,
varia su resistencia en diferentes tipos de desinfectante. Esta resistencia se debe
principalmente a las propiedades genéticas naturales del microorganismo (como la
composicién en su membrana celular) o a agentes externos como la resistencia a
antibiéticos por el uso frecuente de estos*.

1.4.3.3Tiempo de contacto y concentracion del agente. Estas dos variables van
de la mano, pues una variacion en la concentracion del ingrediente activo,
modifica el tiempo en que se debe dejar actuar el producto para lograr su 6ptimo
efecto germicida®.

1.4.3.4 Temperatura. Esta variable afecta la tasa de reaccion. La mayoria de los
desinfectantes actian mas efectiva y rapidamente a una mayor temperatura, sin
embargo, por practicidad, muchos de ellos se desarrollan para ser usados a
condiciones ambientales normales, como es el caso de los de uso doméstico™.

1.4.3.5 Presencia de materiales extrafios. Se debe garantizar que la superficie a
desinfectar se encuentre limpia y no contenga material organico, pues se veria
afectada negativamente la potencia antibacterial®®; esto se debe a que la suciedad
interfiere en el contacto del producto con la superficie, lo cual dificulta la absorcién
del desinfectante en la célula del microorganismo.*®

1.5 BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Se distinguen por tefiirse de color azul oscuro o violeta por la tincibn de Gram,
caracteristica que se debe a la estructura quimica en su envoltura celular: tienen
una pared celular compuesta de peptidoglicano, delgada y con mdultiples capas,
exterior a la membrana celular*’, como se puede observar en la figura 3.

4 COOPER, MS., 2000. Citado por SANDLE T. Pharmaceutical Microbiology. Ch. 15 Cleaning and disinfection. 2016. p.
189.

2 COOPER, MS. Op. cit. p. 188.

43 SANCHEZ, L y SAENZ, E. Op. cit. p. 2

4 COOPER, MS. Op. cit. p. 189.

5 SANCHEZ, L y SAENZ, E. Op. cit. p. 3

% COOPER, MS. Op. cit. p. 189.

4 RICHARD,Harvey A. Microbiology. 2 ed. New Jersey, United States: Lippincott Williams & Wilkins, 2007. p. 438

38



Figura 3. Esquema de la pared celular en una bacteria
Gram positiva
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Fuente: Slide Share — Salud y medicina online®

Hay diversos tipos de cepas bacterianas de tipo gram positivas, existen algunas
gue causan beneficios para el ser humano, como es el caso de las bacterias acido
lacticas, que son bacilos no esporulados anaerdbicos y son responsables de la
fermentacién en alimentos como leche, carne y vegetales, para obtener productos
como yogurt, quesos, embutidos, entre otros, ademas de su uso como
probioticos*®

Paralelamente, existen cepas bacterianas presentes en la vida cotidiana, con las
cuales se debe tener especial cuidado, pues pueden representar riesgo para la
salud humana si se expone una persona a esta. Con este tipo de microorganismos
se va a desarrollar el producto desinfectante, objeto de la presente investigacion.

1.5.1 Staphylococcus aureus. Su género esta formado por cocos agrupados en
forma de pares, tetraédricas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Son
inmoviles, no esporuladas y no poseen capsula. Se caracteriza por ser una
bacteria anaerobia facultativa, la cual se considera como patdgena con gran
potencial de causar graves infecciones y enfermedades tanto en seres humanos
como en animales. Al estar expuesto a contaminacion por S. aureus, se corre el
riesgo desde infecciones en la piel y tejidos blandos hasta graves enfermedades
gue amenazan con la vida. Su mayor impacto sobre la salud es la creciente
resistencia a mdltiples antibiéticos, entre estos la meticilina y la penicilina®
Staphylococcus aureus tiene la mayor resistencia de los organismos estipulados
por el gobierno para la evaluacién de desinfectantes®. En la ilustracién 3 se puede
ver su morfologia mediante micrografia electrénica por barrido.

48 ANGULO, M.A., Presentacion “Infecciones en cirugia”. Septiembre 2011. En linea. [Consultado: 16 de abril de 2017]
<https://es.slideshare.net/chentu/infecciones-en-cirugia>
RAMIREZ,J., et al. Bacterias lacticas: Importancia en alimentos y sus efectos en la salud. En: Revista Fuente Afio. vol. 2,

no. 7
0 Cervantes-Garcia, E, et al. Caracteristicas generales del Staphylococcus aureus. Revista Latinoamericana de Patologia
Clinica y Medicina de Laboratorio Vol. 61, n 1. 2014 p. 28.

! US PATENT. Antimicrobial composition formulated with essential oils. Inventor: DEATH, S., DEATH, J. Estados Unidos,
Patente de investigacién. WO 2001084936 Al. 15 de Noviembre de 2001.
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llustracién 3. Morfologia de Staphylococcus aureus

Fuente: CDC/ James Archer. U.S. Centers for Disease Control and Prevention - Medical
lllustrator®?

1.5.2 Staphylococcus epidermidis. Esta cepa comparte las caracteristicas del
género con S. aureus, en cuanto a su morfologia y a su propiedad anaerobia
facultativa, lo que la diferencia de S. aureus es su estructura en la pared celular.
Esta bacteria hace parte de la flora normal de la piel, sin embargo, con respecto a
su patogenicidad, S. epidermidis produce macromoléculas extracelulares que
incrementan su adhesion a la superficie en cuerpos extrafios, produciendo flebitis
y fiebre. El riesgo de infeccion radica en su resistencia a antibiéticos como la
meticilina®. En la ilustraciéon 4 se puede observar su morfologia mediante
escaneado electronico.

llustracidon 4. Morfologia de Staphylococcus epidermidis

Fuente: CDC/ Segrid McAllister - Centers for Disease Control and Prevention's Public Health
Image Library (PHIL), #259.>

52 U.S. Centers for Disease Control and Prevention - Medical lllustrator. 2013. En linea. [Consultado: 29 de abril de 2017]
<https://phil.cdc.gov/phil/details.asp>

Universidad de la Republica, Facultad de Medicina, Departamento de Bacteriologia y Virologia. Instituto de Higiene.
Temas de Bacteriologia y Virologia Médica. 2da Edicion. 2006 p 266.
> Centers for Disease Control and Prevention's Public Health Image Library (PHIL). 2016. En linea. [Consultado: 29 de abril
de 2017] <https://phil.cdc.gov/phil/details.asp>
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1.6 BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Tipo de células bacterianas que durante la Tincion de Gram no retienen el
colorante en sus paredes celulares. Las paredes de las bacterias Gram negativas
son delgadas pero complejas como se observa en la figura 4; tiene cerca de 10
nm de espesor, que consiste en una capa de lipopolisacéridos al exterior de la
capa de peptidoglucano®

Figura 4. Esquema de la pared celular en una bacteria Gram

negativa.
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1.6.1 Escherichia coli. Es un bacilo anaerobio facultativo que se encuentra
normalmente en el tracto gastrointestinal en los seres humanos.®’. De acuerdo con
el EMPRES: Boletin de enfermedades transfronterizas de los animales, las “E. coli
patdgenas se distinguen [...] por causar enfermedades mediante mecanismos
genéticamente controlados, como la produccién de toxinas, la adhesién e invasion
de células huéspedes, la interferencia con el metabolismo celular y la destruccion
de tejidos”. En los ultimos anos se ha registrado el aumento de brotes de E. coli,
esto se debe a su capacidad de adaptacién a nuevos entornos, la cual representa
un grave riesgo para la salud humana debido a que se encuentra en alimentos y
agua de extrafia procedencia®®. En la ilustracion 5 se puede observar su
morfologia.

» Cammack, R, et al., Oxford Dictionary of Biochemestry and Molecular Biology. 2 Edicion. 2008.
% ANGULO, M.A., Op. cit.

> Rodriguez-Angeles, M. Principales caracteristicas y diagnostico de los grupos patégenos de Escherichia coli. Salud
gubhca de México. Vol. 44 n 5. 2002 p 464.
FAO- Divisién de Produccion y Sanidad Animal. EMPRES: Boletin de enfermedades transfronterizas de los animales.
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llustracion 5. Morfologia de Escherichia coli.
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Fuente: National Escherichia, Shigella, Vibrio
Reference Unit at CDC *°

1.6.2 Klebsiella pneumoniae. Son bacilos gram negativos como se observa en la
ilustracion 6. Sus condiciones Optimas para crecer son en agar nutritivo a 37°C, pH
de 7.0 a una presién osmética de 1 atm®. Pueden asimilar y fermentar lactosa
mientras produce gas. Se considera una bacteria nociva para el ser humano,
debido a que el sistema inmunitario es incapaz de eliminarla y las infecciones
ocurren normalmente en entornos sanitarios. Causa graves enfermedades,
incluyendo neumonia, infecciones del torrente sanguineo y meningitis; se ha
demostrado que esta cepa bacteriana ha desarrollado resistencia a los
carbapemas, un antibiético de tipo betalactamico.

llustracién 6. Morfologia de Klepsiella pneumoniae

Fuente: National Institute of
Allergy and Infectious
Diseases (NIAID)61

59 Haney, J. CDC/ National Escherichia, Shigella, Vibrio Reference Unit at CDC. En linea. [Consultado: 05 de Enero de
2017] <http://www.bacteriainphotos.com/Escherichia%20coli%20electron%20microscopy.html>

FUNG, C.P., et al., Klebsiella pneumoniae in Gastrointestinal Tract and Pygenic Liver Abscess. Emerging Infectious
Diseases. Vol 19, No. 8. 2012. p. 1322.
61 DORWARD, D. National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID). 2014. Public Health Image Library. En linea.
[Consultado: 15 de Abril de 2017] < https://phil.cdc.gov/Phil/details.asp>
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1.7 DISENO DE PRODUCTO

Se puede definir como el proceso de idear y establecer los pasos necesarios para
el desarrollo y fabricacion de un nuevo producto, procedimiento en el cual se
requiere un grupo interdisciplinario que consiste en conocimientos de ciencias
bésicas como la biologia, quimica, que cubra todos los aspectos, partiendo desde
la identificacion de una necesidad, hasta su manufactura, comercializacion y
satisfaccion del cliente mediante una buena calidad. ®

La buena planificacién del desarrollo de un producto determina que este sirva para
lo que fue concebido y al mismo tiempo tenga un significado para el usuario®.
Durante este proceso se describe una extensa variedad de disefios, abarcando
desde el sector industrial hasta el sector tecnolégico y cientifico.

1.7.1 Concepcion de la idea. Antes de pensar en disefiar un producto, se debe
tener en cuenta que su eficacia y funcionalidad dependerd de la mezcla y las
proporciones de los componentes en su formulacion, razon por la cual es de vital
importancia encontrar la mejor mezcla dependiendo del enfoque y al sector
especifico al que se quiera suplir la necesidad®.

Sin embargo, la formulacion del producto que proviene de la concepcion de la
idea, debe tomar en cuenta la normatividad legal establecida por entidades como
el INVIMA, el Ministerio de Salud y Proteccion Social, el Instituto Nacional de
Salud, entre otros, en Colombia. Para el caso de productos de aseo y limpieza,
mas puntualmente, para desinfectantes, se encuentran algunas de las
reglamentaciones estipuladas en cuanto a su fabricacion, empaque, disposicion de
residuos, registro sanitario, comercializacién, entre otros:

o Articuég)s 101 — 104 “De los agentes quimicos y biologicos” de la Ley 9 de
1979.

e Decreto 1843 de 1991 “Por el cual se reglamentan parcialmente los titulos lll,
V, VI, VII'Y XI de la Ley 09 de 1979, sobre uso y manejo de plaguidas”. %

o Decreto 1545 de 1998 “Por el cual se reglamentan parcialmente los

Regimenes Sanitarios, de Control de Calidad y de Vigilancia de los Productos

62 Wagner, G., et. al. Product design and Engineering. Formulation of Gel and Pastes. Vol 1. Wiley-VCH Verlag Gmbh & Co.
2013. p. 1.

CHIVA, Ricardo y CAMISON, Cesar. Aprendizaje organizativo y sistemas complejos con capacidad de adaptacion:
implicaciones en la gestién del disefio de producto. 2002. Universitat Jaume p.184.

Gomez Payan, M., et al. Uso de la metodologia del disefio por mezclas en el sector agricola. Universidad Auténoma de
Ciudad Juarez. CULCyT, 2015, p. 202.

° Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, INVIMA. Normatividad Institucional. Documentos INVIMA.
Leyes. En linea. [Consultado en: 02 de Junio de 2017]. <https://www.invima.gov.co/leyes-en-normatividad-institucional.html|>
66 Ibid., Decretos. En linea. [Consultado en: 02 de Junio de 2017]. <https://www.invima.gov.co/decretos-en-plaguicidas-de-
uso-domestico.html>
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de Aseo, Higiene y Limpieza de Uso Doméstico y se dictan otras
disposiciones”. ¢

e Decision 706 de 2008 “Armonizacion de legislaciones en materia de productos
de higiene doméstica y productos absorbentes de higiene personal”

e Decision 721 de 2009 “Reglamento técnico Andino relativo a los Requisitos y
Guia de Inspeccion para el funcionamiento de establecimientos que fabrican
productos de Higiene doméstica y Productos Absorbentes de Higiene

Personal”.

A su vez, se debe considerar que el producto no atente contra la integridad del
cuerpo de las personas, como lo establece la resolucion 2715 de 2014, en la cual
“se establecen las sustancias que deben ser objeto de registro de control de venta
al menudeo, con base en los criterios de clasificacion que se definen”; se define
que las sustancias que pertenezcan a la categoria 1 de la “Categoria corrosiva
cutanea”, es decir, con un pH inferior a 2 o mayor a 11.5, se consideran con
efectos irritantes y peligrosos para la piel®®. Entre estas sustancias se encuentran
el &cido sulfarico solucién acuosa al >15%, el 4cido clorhidrico solucion acuosa al
>33% y el hidréxido de sodio solucién acuosa >5%°.

En cuanto a los protocolos, las entidades como la Farmacopea americana y
europea, la AOAC international, la FAO y la ASTM son las encargadas de
establecer los procedimientos de evaluacion de desinfectantes de uso doméstico a
nivel internacional, mientras que en Colombia, se rigen por las normas ICONTEC,
entre esas normas se encuentran:

e NTC 3416 “Desinfectantes, ambientadores y productos similares. Limpiadores
liquidos para vidrio”.

e NTC 2718 “Desinfectantes, ambientadores y productos similares. Insecticidas
para uso Domeéstico”.

e NTC 3478 “Productos quimicos. Plaguicidas de uso doméstico. Rotulado”.

e NTC 5150 “Antisépticos y desinfectantes quimicos. Actividad Bactericida
basica. Método de prueba y requisitos (Fase 1)”.

Teniendo en cuenta este marco legal y los procedimientos estandar, se puede
pasar a la fase de formulacién y manufactura del producto, en caso que se desee
comercializar en Colombia.

67 Secretaria  Distrital de  Salud. En linea. [Consultado en: 02 de Junio de  2017].

<http://biblioteca.saludcapital.gov.co/img_upload/03d591f205ab80e521292987¢c313699c/decreto_1545 1998.pdf>

68 Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo INSHT. Reglamento CLP. Clasificacion de mezclas: peligros para
la salud. NTP 974 de 2013. Espafia. p. 3.

%9 Ministerio de Salud y Proteccion Social. Resolucion 2715 de 2014. En linea. [Consultado en: 02 de Junio de 2017]
<https://www.invima.gov.co/images/pdf/%C3%81cidos-
%C3%A1llcalis/Resoluci%C3%B3n%202715%20de%202014%20sustancias%200bjeto%20de%20redistro%20de%20control
.pdf>
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1.7.2 Formulacion y manufactura del producto. Para disefiar mezclas se trabaja
con factores experimentales, los cuales en este caso se tratan de ingredientes con
un determinado nimero de componentes, donde la variable respuesta depende de
la composicion final del producto o del aporte relativo de las proporciones en los
aditivos, los cuales cumplen diversas funciones’.

Los principales aditivos que hacen parte de la formulacion son los denominados
coadyuvantes, los cuales aumentan el desempefio del producto trabajando en
sinergia con el ingrediente activo’'. El desarrollo de un desinfectante para
superficies incluye diferentes formulaciones en las cuales los aditivos cambian
para darle diferentes consistencias al producto deseado’?, de los cuales se
destaca:

e Surfactantes: Se incorporan en este tipo de productos, principalmente para
ayudar a la dispersion o emulsificacion del extracto en el vehiculo acuoso;
ademas de esto, estos agentes forman espuma, haciendo que el tiempo de
contacto entre el producto y la superficie aumente, potenciando el efecto
bactericida.”

e Agente humectante: Su funcién es mantener el producto hidratado. Al mismo
tiempo, la adicibn de este aditivo garantiza que el producto tendra una
penetracion mas profunda entre cavidades y ranuras de la superficie a
desinfectar.”

e Agente regulador de pH: Teniendo en cuenta que esta es una variable
trascendental en cuanto al desempefio del producto, se debe establecer un
valor de pH en el cudl, se demuestre una efectividad 6ptima para reforzar su
accion bactericida”.

e Agente quelante: Se agrega en la formulacién, debido a que cumple un papel
fundamental en cuanto a la vida atil del producto, protegiendo el ingrediente
activo contra la accion degradante por metales pesados presentes en
sustancias como el regulado de pH y el surfactante. Ilgualmente, actia contra
contaminantes minerales presentes en el agua utilizada para hacer diluciones y
en la superficie objetivo.”®

Adicional a esto, se debe tener en cuenta el aspecto sensorial y fisico del
producto, por lo que es muy importante adicionar colorantes y fragancias que

0 Gomez Payan, M., et al. loc. cit.
"L DAIGLE, F., et. al., Op. Cit. p. 1.
& Brockel, U., Meier, W., Wagner, G. Product design and Engineering. Formulation of Gels and Pastes. Wiley-VCH, 2013.

Pyt

DAIGLE, F., et. al., Op. Cit (patente) 6 p.
™ DAIGLE, F., et. al., Ibid, 6 p.

> COOPER, MS. Op. cit. p. 189.

® DAIGLE, F., et. al., Ibid, 6 p.
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mejoren la apariencia del producto’’. Una vez establecidos los referentes tedricos
que soportan el desarrollo del proyecto, se pasa a describir la metodologia que se
adapta a estos conceptos y son fundamentados en protocolos estandarizados, los
cuales seran clave para llevar a cabo de manera correcta el disefio del producto
desinfectante propuesto.

" DAIGLE, F., et. al., Ibid, 6 p.
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2. METODOLOGIA

Para el desarrollo secuencial del proyecto, se propuso dividir en 3 fases
principales como se muestra en la figura 5: Inicialmente la fase de identificacion,
fraccionamiento y caracterizacion de extracto crudo; una segunda fase de
formulacion y especificacion del producto terminado, y finalmente la fase de disefio
del proceso junto con la estimacion de costos.

Figura 5. Fases para el desarrollo del proyecto.
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La finalidad de la fase 1 es determinar la fraccién del extracto etanélico con mejor
actividad antibacterial, para lograrlo, se requieren actividades previas, las cuales
se muestran de manera esquematica en la figura 6 y cada uno de los pasos
correspondientes se explica a continuacion.
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Figura 6. Esquema de Fase |
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2.1 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO

2.1.1 Recolecciéon y adecuacion de material vegetal. Se colectan hojas, tallos y
raices de la especie, en el paramo el Verjon, el cual queda ubicado a 18
kilometros de la ciudad de Bogota, a la espalda del cerro de Monserrate. Para
cada material recolectado, se deben registrar los siguientes atributos’®:

e Localidad: Procedencia geografica descrita hasta el mayor nivel de detalle
posible.

Coordenadas geograficas: Latitud y longitud del lugar de registro.

Altitud: Altura sobre el nivel del mar en el punto donde se hizo el registro.
Fecha: Dia, mes y afio en formato DD/MM/AAAA

Numero de coleccién: Numero asignado con base en las colecciones del
colector principal

e Familia y género: Determinacion taxonomica.

La informacion de recolecta de D. granadensis se encuentra en el ANEXO B.

Para almacenar el material vegetal, se utilizan bolsas plasticas transparentes de
30x40 cm, y en estas se depositan las muestras de cada érgano recolectado para
evitar que se deterioren las muestras’®.

Previo a la obtencion del extracto crudo, se debe pre-seleccionar hojas que no
tengan manchas, hongos o rasgaduras; seguidamente, someter a secado a
temperatura ambiente durante 8 dias; al culminar el tiempo de secado, se
recomienda pesar el material y posteriormente introducirlo en un horno a 40°C por
24 horas, repetir sucesivamente, hasta obtener una masa constante que garantice
que todo el material esta seco. Posteriormente, realizar una reduccién de tamafio
del material vegetal, mediante una trituracion en licuadora, con la finalidad de
aumentar el area de contacto entre el material vegetal y el solvente.®

2.1.2 Maceracion en frio. Adaptando la metodologia propuesta por Sanabria, A.
(1997)%, los extractos etandlicos de hojas de la especie D. granadensis se
obtienen por maceracion con etanol del 96%, empleando 3 relaciones diferentes
de material vegetal seco vs. Volumen de etanol: 1/10, 1/20 y 1/40. Para un mayor
rendimiento, se llevan a cabo extracciones sucesivas hasta ver un cambio de color
significativo en el etanol, lo cual sefiala una 6ptima extraccién de los compuestos
solubles como se indica en la figura 7. Se deja macerar el material vegetal por 24

& Alvarez, Mauricio, et al., Manual de métodos para el desarrollo de inventarios de biodiversidad. Instituto de Investigacion
de Recursos Biolégicos Alexander von Humboldt. Programa de Inventarios de Biodiversidad. Grupo de Exploracion y
monitoreo ambiental (GEMA). 2004 p. 78, 79.

 Ibid., p. 79.

80 Sanabria-G, A, et al., Estudio fitoquimico preliminar y letalidad sobre Artemia salina de plantas colombianas. Revista
Colciencias Quimica Farmacéutica No. 26, 1997, p 15.

8 bid., p. 16.
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horas en un frasco ambar tapado y sin contacto con la luz. Posteriormente, se
lleva a cabo un proceso de filtrado utilizando papel filtro, del cual se obtiene el
extracto diluido en el etanol, para seguidamente realizar una concentracion del
extracto utilizando un rotaevaporador que trabaja a presion reducida de 500
mmHg, hasta que aparentemente el etanol haya sido eliminado. Finalmente, el
extracto obtenido se deja en cabina de extraccion y posteriormente en desecador
para retirar lo que quede de etanol y humedad respectivamente, completando asi

Su concentracion.
Figura 7. Proceso de extracciones
sucesivas

Proceso de
extraccidn

Pesar 3 cantidades
iguales de material
vegetal

Agregar etanol al
96% dependiendo » 1/10
de 1a proporcion

I 1/10

Almacenar en frasco
ambar por 24 horas

U

Procesq’de Ap[ Recuperar etanol J
extraccion
J
[y
Almacenar por 24
horas

:

H

:

Finalizacidn de
extracciones
sucesivas

50



2.2 FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTO

Con el fin de identificar el grupo de moléculas que posee actividad biolégica en el
extracto se desarrolla un fraccionamiento del extracto crudo por medio de
solventes de polaridad creciente®. Los extractos etanélicos de las hojas, se
fraccionaron empleando una metodologia de extraccién soélido-liquido en frio®,
empleando cuatro solventes: hexano, cloroformo, acetona y metanol, (Las fichas
de seguridad de cada uno de los solventes se encuentra en ANEXO D).

Para fraccionar el extracto seco, se sigue las instrucciones dadas por la Quimica
Erika Andrea Plazas® y la Ingeniera Agroindustrial Diana Carolina Corzo®,
quienes recomendaron la eleccion de los solventes, de acuerdo con los perfiles
obtenidos en una prueba por TLC previa del extracto total. Con base en esto, se
pone el extracto en contacto con el solvente, en calentamiento a temperatura
inferior a 30°C y agitacion constante, en la plancha de calentamiento, durante 20
minutos. Posteriormente se filtra y concentra la solucion obtenida a presion
reducida de 500 mmHg. Segun la miscibilidad del extracto, se agregan los
solventes en distintas cantidades, hasta observar que el remanente no es soluble,
lo cual implica el fraccionamiento efectivo del extracto.

2.3 PRUEBAS ANTIBACTERIANAS

Las pruebas de susceptibilidad antibacteriana son de gran importancia para la
presente investigacion, debido que proveen la informacidén necesaria para conocer
la actividad biolégica de la especie. Para ello es necesario probar la efectividad de
cada una de las fracciones en las bacterias certificadas por el catalogo ATCC que
se muestra en la tabla 4, determinando su concentracion minima inhibitoria.

Tabla 4. Cepas bacterianas para evaluar poder inhibitorio.

Bacteria ATCC Clasificacién
Klebsiella pneumoniae 300053 Gram negativa
Escherichia coli 25922 Gram negativa

Staphylococcus aureus* 25923  Gram positiva
Staphylococcus epidermidis 1228 Gram positiva

8 RONDINA, R., et. al., Fraccionamiento de extractos vegetales por Extraccién Liquido/Sélido Utilizando un Soporte

Diatomaceo Inerte. Acta Farmacéutica Bonaerense. Vol. 10. No. 1. 1991. p. 49 — 53.

3 Lizcano-R, A y Vergara-G, J. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos y/o aceites esenciales
de las especies vegetales Valeriana pilosa, Hesperomeles ferruginea, Myrcianthes rhopaloides y Passiflora manicata frente
a microorganismos patégenos y fitopatégenos. Pontificia Universidad Javeriana, Facultad de ciencias, Microbiologia
Industrial. Bogota, 2008.

84 ENTREVISTA con Erika Andrea Plazas, PhD. Universidad Nacional de Colombia, Bogota, 06 de Febrero de 2017.
8 CORZO, D.C., Solventes para fraccionamiento. [correo electrénico] Mensaje enviado a: Daniela Cuervo y Julian
Vanegas. 07 de Marzo de 2017. [citado en 02 de Junio de 2017] Comunicacion personal.
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2.3.1 Aislamiento de las bacterias. Sembrar las bacterias provenientes de caldos
nutritivos en cajas petri con agar Mueller-Hinton solidificado. Con el fin de formar
unidades de colonias, se realizaron aislamientos por medio de la técnica de
agotamiento por estria cruzada en placa, empleando asas redondas y esparciendo
la bacteria sobre el agar®® como se explica en la figura 8.

Figura 8. Proceso de aislamiento por estria cruzada
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Fuente: Universidad de Salamanca. Aula Virtual. &

2.3.2 Determinacién de la CMI. Se adapta el método “spot culture growth
Inhibition SPOTi”®, el cual sigue el protocolo del “MIC Test”®°, cuyo procedimiento
se describe a continuacion:

a. Solubilizar las fracciones de extracto en DMSO hasta formar una solucion stock
de cada una de concentracion de 300mg/ml.

b. Realizar seis diluciones seriadas de las soluciones stock en una placa de 24
pozos, empezando con 100uL en el primer pozo y agregando la mitad del
volumen en el siguiente.

86 Alarcon, L.R y Olivas, E. Manual de practicas de Microbiologia basica y Microbiologia de alimentos. Programa de
Nutricién. Universidad Auténoma de Ciudad de Juarez. Departamento de ciencias basicas de ICB. Academia de
Microbiologia y Parasitologia. 2004, p. 17.

Imagen tomada de: http://aulavirtual.usal.es/aulavirtual/demos/microbiologia/unidades/documen/uni_02/56/cap309.htm.
LConsuItadoz 02 de Junio de 2017]
8 Rizi, K, et al., Development of a rapid reliable and quantitative method — “SPOTi” for testing antifungal efficacy. Journal of
Microbiological Methods. 2015, p 37.
8 MICROCHEM Laboratory. Minimum Inhibitory Concentration Test (MIC). En linea. [Consultado: 24 de abril de 2017].
< http://microchemlab.com/test/minimum-inhibitory-concentration-test-mic-0>

52


http://microchemlab.com/test/minimum-inhibitory-concentration-test-mic-0

C.

Completar en cada pozo un volumen de 1000uL con medio de cultivo Muller-
Hinton hasta conseguir concentraciones finales evaluadas: 30, 15, 7.5, 3.8, 1.9
y 0.9 mg/mL; este proceso se realiza por triplicado como se observa en la
ilustracion 7.

. Al momento en que se gelatiniza el medio, se inocula cada pozo con una

alicuota de 2pL de la solucién bacteriana en el centro de cada pozo. Las placas
se sellan e incuban durante 24 horas a 37°C.

El in6culo de la bacteria es preparado en solucion salina a una concentracion
microbiana de aproximadamente 1.5 x 10° UFC/ml, comparando con el tubo 0,5 de
la escala turbidimétrica de Mcfarland.

Se debe observar la inhibicion del crecimiento a las diferentes concentraciones,
tomando como CMI la concentracion mas baja a la cual se observo la inhibicién
del crecimiento del microorganismo. Se realizan cuatro controles para asegurar la
efectividad del método:

Control negativo (-): Se afiadié 100 pL de DMSO, se completé a 1000uL de
medio de cultivo y 2L de bacteria. El objetivo de este control es asegurar que
el solvente no afecta negativamente el crecimiento de la bacteria y toda accion
bactericida sea por efectos del extracto.

Control positivo (+): Se afiadié 100uL de antibiético Cloranfenicol, 900uL de
medio de cultivo y 2uL de bacteria. Al estar en presencia de antibidtico, se
asegura que la bacteria no crezca y se pueda comparar con las
concentraciones de extracto donde hay inhibicién del crecimiento.

Control del medio (CM): Se agregd unicamente 1000uL de medio de cultivo,
sin inéculo de bacteria, con el fin de garantizar que el agar no esté
contaminado por agentes externos.

Control de crecimiento (CC): Se agregar 1000 pL de agar y 2 uL de bacteria,
con el fin de garantizar que la bacteria crece en condiciones normales, no esta
contaminada y se puede comparar el crecimiento de ésta con el de los
extractos.

llustracion 7. Estructura de cajas para CMI.
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2.4 MARCHA FITOQUIMICA

De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas antibacterianas, se llevan
a cabo métodos cualitativos para la identificacion de posibles metabolitos
secundarios presentes en la fraccion con mayor actividad bactericida de Drimys
granadensis. De acuerdo a esto, se emplea el método de separacion por
cromatografia en capa final (TLC), el cual consta de un sistema de dos fases (ver
figura 9):

e Fase sdlida o estacionaria: se constituye por una capa delgada absorbente
(usualmente hecha de silica gel), la cual es fijada a una placa de vidrio,
aluminio o plastico que actia como soporte®®. En este caso, se utiliza una
placa de silica gel Z193291-1PAK marca Sigma — Aldrich®.

e [Fase movil o eluente: es un liquido o solvente que transita a través de la fase
estacionaria®”.

Figura 9. Fases de cromatografia por capa fina (TLC)
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Fuente: Anderson, F. y Martinez, P.N., Experimentos de Quimica Organica con
enfoques en ciencias de la vida. 2013.

Para analizar el extracto, se aplica una gota de la muestra cerca del borde inferior
de la columna de la fase estacionaria, dejando una mancha circular, la cual se
deja secar por unos segundos. A esa mancha se le llamara “punto de siembra”.
Seguidamente, se sumerge la placa en la cAmara y se tapa. En ese momento, el
solvente se absorbe y asciende a través de la fase sélida por capilaridad®,
arrastrando consigo los componentes por polaridad creciente o decreciente,
dependiendo del solvente empleado como eluente. A medida que se va llevando a
cabo el procedimiento, la separacion de la muestra dejara diferentes marcas como
se observa en la figura 9. Antes de que la fase movil llegue al final de la placa,

%© Anderson, F. y Martinez, P.N., Experimentos de Quimica Organica con enfoque en ciencias de la vida. Universidad del
(%uindio. 2013, p. 101 - 102.

%L bid., p- 101.
Walton, H.F. y Reyes, J., Analisis Quimico e instrumental moderno. Barcelona, Espafia. 2005, p. 323.
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esta se retira y se marca con un lapiz la posicion del punto de siembra y de la
altura a la que llega el eluente, esta distancia sera la que recorrié el disolvente
durante la separacion.

Segun Bilbao, M.R., algunos de los solventes utilizados para TLC en polaridad
decreciente son: agua, metanol, etanol, acetona, acetato de etilo, tolueno, éter de
petréleo y hexano®. De acuerdo con Spangenberg, B., los solventes tienen dos
funciones en la cromatografia: son los encargados del desplazamiento de la
muestra y de crear la separacion entre componentes. Para disolver una sustancia
se requiere una integracion de esta en el solvente, lo cual se logra a través del
incremento de la energia de solvatacion y la entropia del solvente®. Se sugiere
que, al mezclar dos solventes miscibles entre si, se obtiene un comportamiento
donde ambas sustancias pierden su estructura individual, favoreciendo una
particion de un solvente en el otro, y dependiendo de la efectividad de la
sustancia, puede favorecer a su funcién en el proceso de TLC®®.

En la presente investigacion, se decidi6 que para separar los metabolitos
secundarios presentes en el extracto crudo y en la fraccidbn con mayor poder
antibacterial de Drimys granadensis, se emplea una mezcla de hexano y acetato
de etilo en proporcién 7:3 respectivamente, método empleado por MARTIN, J.J.,
et. al.,”® de la Universidad de Filipinas, Diliman, y recomendado por la quimica
Doris Gutiérrez de la Universidad Nacional de Colombia®’.

La ventaja de TLC es la simplicidad en la cualificacién de la separacién: los
componentes de colores se pueden ver a simple vista y aquellos que absorben luz
por debajo de los 400 nm se agrega un tinte fluorescente en la placa. Por otro
lado, al iluminar la placa con una lampara de 256 nm y 366 nm, revelara
componentes con fluorescencia nativa. Bajo estas condiciones, todos los
metabolitos secundarios se pueden observar normalmente, sin embargo, si los
métodos anteriores no son suficientes, la exposicion de la placa a vapores de
yodo, enriquece la fase estacionaria y facilita el reconocimiento de estas
sustancias®™. En este orden de ideas, el TLC se caracteriza por ser un método
abierto, es decir, su placa es accesible y facilita la aplicacion de agentes
reveladores, cuya funcion es detectar y resaltar componentes que no se distinguen
muy bien a simple vista por medio de reacciones quimicas®™. La aplicacién de
estas sustancias se hace mediante spray, esparciendo el revelador en platos de

9 Bilbao, M.R., Andlisis Fitoquimico preliminar. Quimica de Productos Naturales. Universidad del Quindio. Facultad de
ciencias bésicas y tecnoldgicas. Programa de Quimica de Productos Vegetales. 1997, p. 173.

Spangenberg, B. Quantitative thin-layer chromatography, chapter 4. The mobile phase in adsorption and partition
chromatography. p. 81, 82. 2011.
95 .

Ibid.
% MARTIN, J.J., et. al., TLC profiles and antibacterial activity of Glinus oppositifolius L. Aug. DC. (Molluginaceae) leaf and
stem extracts against bacterial pathogens. Asian Pacific Journal of Tropical Disease. 2015. Vol. 5. No. 7. p. 571.
97 ENTREVISTA con Doris Feney Gutiérrez, Jardin Botanico de Bogota José Celestino Mutis, Bogota, 06 de Abril de 2017.
% Spangenberg, B. Op. cit. Chapter 7: Specific Staining Reactions. p. 155.
99 . .

Ibid., p. 157.
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10 x 10 cm o 10 x 20 cm; aunque existen aproximadamente 300 agentes

reveladores
aplicaciones en una cromatografia

10" son suficiente 5 de ellos para obtener el 70% de todas las

191 en |a presente investigacién se emplean tres

de los méas usados para cumplir el objetivo de la identificacion cualitativa (Para ver
la preparacion de los reactivos, ver ANEXO F), se utiliza:

Vainillina: Es considerado el revelador de aldehido méas importante. Se empled
en conjunto con acido sulfarico y &cido fosforico. La vainillina-acido sulfarico se
utiliza para detectar esteroides, aceites esenciales, terpenos, carotenoides,
fenoles, flavonoides, acidos grasos, entre otros. La vainillina-acido fosférico se
usa en especifico para detectar esteroides y triterpenos, con el fin de revelar el

nlcleo esteroidal de cardioténicos!®?.

Cloruro feérrico: El agente revelador. La placa se sumerge 1 segundo en esta
solucion y seguidamente, se calienta a 110°C por 10 minutos. Mediante esta
prueba se reconocen fenoles, especialmente flavonoides, formando zonas de
color rojo, verde o azul-violeta y taninos con coloracién azul.**

Reactivo Liberman-Bouchard: Este agente revelador se enfoca en reaccionar
para determinar la presencia de esteroides y/o triterpenoides libres. Se
humedece la placa mediante aspersor con este reactivo y se observa si hay
aparicion de manchas con tonalidades del rojo, verde o azul, que indica

positivo'®,

100
101
102

Ibid., p. 168.
Ibid., p. 170.
Carvajal, L., et. al., Andlisis fitoquimico preliminar de hojas, tallos y semillas de Cupatéa (Strychnos Schultesiana Krukoff).

Revisa Colombia Forestal Vol. 12. 2009. p. 165.

103

Ibid., p. 189.
Carvajal, L., et. al., Op. cit. p. 164.
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Para corroborar los resultados obtenidos empleando el método TLC, se llevo a
cabo procedimientos descritos por Sanabria, A'®., citados por Bilbao, M.R., para la
identificacion por medio de agentes reveladores en las posteriores pruebas.

2.4.1 Flavonoides. Se determina la posible presencia de flavonoides a través de
la prueba Shinoda, cuyos pasos se describen en la figura 10.

Figura 10. Procedimiento cualitativo de flavonoides

Flavonoides -
Shinoda

v

7 A
Agregar 1 ml de

extracto a un tubo de

ensayo

. ¢ S

7 A

Afiadir magnesio en
polvo

. ¢ S

7 A

Adicionar gotas de
acido clorhidrico

Positivo:

Coloracion rosada
0 anaranjada

Fuente: Bilbao, M.R., Andlisis Fitoquimico preliminar*®

En este procedimiento se recomienda usar un patron de hesperidina para
comparar su color. También se debe tener en cuenta que la coloracién puede
cambiar ocasionalmente a azul o verde, dependiendo del tipo de flavonoide

presente en la muestra®®’.

105 Sanabria-G, A, et al., Estudio fitoquimico preliminar y letalidad sobre Artemia salina de plantas colombianas Op. cit. p
16-18.

1% Bilhao, M.R., Op. cit., p. 36

97 1hid., p. 36.
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2.4.2 Taninos. Existen dos grandes grupos de taninos: los hidrolizables, los
cuales se caracterizan por “liberar compuestos fendlicos individuales y la unidad
de carbohidrato”®® mediante hidrdlisis, y los condensables, que, por el contrario,
‘incrementan su grado de polimerizacidon, produciendo sustancias amorfas
insolubles, frecuentemente rojas, llamadas Flobafenos™'®®. Para reconocer cada
uno de estos tipos de taninos, se implementaron dos pruebas: Cloruro férrico para
reconocer presencia de los compuestos fendlicos (Por TLC) y Gelatina-sal, para
identificar la presencia de taninos condensables en la muestra (observar figura
11).

Figura 11. Procedimiento cualitativo de Taninos

Taninos- Gelatina
sal

v

~
Agregar 1.0 mi de
exiracio en tubo de

7

vidrio

\. T %
Y

s N\

Agregar 1 ml de
benceno

\ J
Y

7 R

Afadir 1.0 ml de
reactivo gelatina - sal

. J

Positivo:

Formacion de
turbidez o
precipitado

Fuente: Bilbao, M.R., Andlisis Fitoquimico preliminar™*°

Se recomienda usar solucion de acido tanico al 10% como patron en la prueba
Gelatina-sal para comparar sus resultados.

198 Bilhao, M.R., Op. cit. p. 32
109 g,
19 1hid., p. 33 - 35.
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2.4.3 Saponinas. Se realizé la prueba de espuma para determinar presencia de
saponinas en el extracto, como se observa en la figura 12.

Figura 12. Procedimiento cualitativo de saponinas

Saponinas -
Espuma
h 4 h 4
—— Mezclar solucion de
thctg et HCI pH 1 con
e e solucion NaOH pH
ensayo 13
[ |
A4
4 0N
Mezclar
. ¢ &,
4 0N
Agitar vigorosamente
durante 1 minuto

. /

Positivo:

Formacion de
espuma abundante
y estable

Fuente: Bilbao, M.R., Andlisis Fitoquimico preliminar***

El efecto de las saponinas es disminuir la tensién superficial del agua, produciendo
espuma de 2 cm de altura que se sostiene hasta media hora'*?.

M hid., p. 74.
2 \bid., p. 74.
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2.4.4 Alcaloides. Para la prueba de alcaloides, se emple6 el método con reactivo
Dragendorff, el cual usa como mecanismo de deteccion, pruebas de precipitacion
en medio acido, utilizando para ello, sales de metales pesados como el ioduro de
potasio’™. El procedimiento se especifica en la figura 13.

Figura 13. Procedimiento cualitativo de alcaloides

Alcaloides
7
Dragendorf
f $ ™

Colocar 1.0 ml de
exiracto en tubo de

vidrio con tapa
\. /

.

s A\

Mezciarcon 1.0 ml

de HCI 10%
—

3 “\
Mezclar con 2 gotas
de reactivo
Dragendorf
. J/

Positivo:
Formacion de
precipitado rojo -
marron

Fuente: Carvajal, L., et. al., Andlisis fitoquimico preliminar de hojas, tallos y semillas de Cupata
(Strychnos Schultesiana Krukoff)**.

13 Carvajal, L., et. al., Op. cit. p. 165.
% Ibid., p. 165.
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2.4.5 Cardiotonicos. Estos compuestos tienen caracteristicas estructurales
parecidas a las saponinas''®, para determinar la presencia de estas moléculas, se
llevo a cabo el procedimiento con reactivo Baljet, el cual se describe en la figura
14.

Figura 14. Procedimiento cualitativo de cardiotonicos

Cardiotdnicos -
Baljet

v

&3 A
Agregar 0.5 ml de
extracto a un tubo de
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. S

v

/7 23

Mezclar con gotas de
reactivo Baljet

v

Agitar

Positivo: Tonalidac

de anaranjado a
rojo oscuro

Fuente: Bilbao, M.R., Andlisis Fitoquimico preliminar**®

M5 1hid., p. 165.
® Bilbao, M.R., Op. cit. p. 67
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2.4.6. Quinonas. Para la determinacion de estos metabolitos se emplea la prueba
de reduccién con Zn y acido clorhidrico, como se observa en la figura 15.

Figura 15. Procedimiento cualitativo de quinonas

Quinonas -
Reduccion con
ZnMCl
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minutos.

Positivo:

Formacion de
precipitado blanco

Fuente: Bilbao, M.R., Analisis Fitoquimico preliminar**’

"ibid., p. 42.
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2.5 FORMULACION DEL DESINFECTANTE

Como primer paso para definir la formulacion del producto, es necesario
establecer a qué tipo de superficie va dirigido y cual es la necesidad identificada.
Segun lo definido en el paso anterior, se pasa a especificar las sustancias y
aditivos que se mezclan con el extracto, por medio de investigacion a partir de
productos comerciales similares al que se desea desarrollar, mediante fuentes de
informacion como US Patent y Knovel. Paralelo a esto, se investigan los
ingredientes que se emplean en productos comerciales que se venden en
almacenes de cadena como el Exito, Jumbo, Homecenter, entre otros, con el fin
de realizar una comparacién posterior entre la efectividad con respecto al
producto, cuyo ingrediente activo o agente desinfectante es la fraccion de extracto
con mejor poder antibacterial, definido en las pruebas de inhibicion previas.

Con el fin de determinar una formulacién eficiente, se propone un disefio de
experimentos factorial 1° con tres réplicas, para un total de 9 pre-formulaciones
(Ver tabla 5), donde se evalia como factor el nivel de pH del producto, al ser la
variable directamente responsable de la adherencia de los microorganismos a las
moléculas de desinfectante™*®. Se fijaron como constantes:

e Concentracion de ingrediente activo: Debe estar por encima de la
concentracion minima inhibitoria para evitar que se pierda la efectividad del
producto a través del tiempo.

e Tiempo de contacto: De acuerdo con el estudio hecho por Alba, N. y Araujo,
F9., los tiempos para los desinfectantes, en general, deben ser superiores a 5
minutos para eliminar la carga microbiana presente en la superficie. De
acuerdo a la técnica de Coeficiente fendlico de la AOAC'?, se especifica que
el tiempo para calcular este coeficiente es a los 10 minutos, razén por la cual
se decide definir este, como tiempo de contacto.

e Temperatura: Para efectos practicos, se decide fijar esta variable como la
temperatura ambiente en la ciudad de Bogota, la cual, segun predicciones
climaticas de la empresa AccuWeather'?* est4 en 18°C.

e Presencia de material extrafio: No hay presencia de este tipo de materiales,
debido a que se realiza una limpieza previa en el area de desinfeccion.

e Tipo de aditivos: se deciden con base en las comparaciones con productos
similares.

18 COOPER, M., Op. cit. p. 189.

119 ALBA, N.E. y ARAUJO, F.L., Evaluacion de los desifectantes utilizados en el proceso de limpieza y desinfeccién del

area de Fitoterapéuticos en laboratorios Pronabell LTDA. Pontificia Universidad Javeriana. Facultad de ciencias. 2008. p. 72
120 AOAC International (2000) citado por ALBA, N.E. y ARAUJO, F.L., Op.cit., p. 47.

121 AccuWeather, Inc. Colombia Tiempo meteorol6gico. Pronéstico mensual. En linea. [Consultado el 27 de mayo de 2017]
< http://www.accuweather.com/es/co/bogota/107487/january-weather/107487>
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Tabla 5. Influencia de pH y concentracién de extracto en la formulaciéon
Experimento

Réplicas
le - Cx le - Cx le - Cx
pH pH2- Cy pH2- Cy pH2- Cy
pH3 - Cy pH3 - Cy pHz - Cx

Se realizan tres ensayos, siguiendo el procedimiento descrito en la figura 16. Una
vez se completan las pre-formulaciones, se debe evaluar para cada una, las
caracteristicas organolépticas descritas en la seccion 2.6.1. Se realizan tres
réplicas experimentales conformadas por 3 repeticiones internas. Usando
estadistica descriptiva y una prueba de Tukey, se determina la diferencia
significativa entre los tratamientos, y se escoge la mejor alternativa.

Figura 16. Proceso de manufactura del producto
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A partir de la definicion de variables y el disefio de experimentos, se obtiene como
variable respuesta una mejor efectividad en el producto. Teniendo en cuenta el pH
optimo y la cantidad de regulador que se debe incluir en la formulacién, se
cuantifica la concentracion de cada uno de los otros aditivos, para que el producto
aumente su valor en cuanto a funcionalidad y estabilidad.??

122 £| AMENCO, José W. y GUEVARA, Glenda I. Op. cit., p. 205.
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2.6 PRUEBA DE ESTABILIDAD A TIEMPO REAL

Una vez preparadas las nueve pre-formulaciones descritas en la seccion 2.5, se
envasan en recipientes de polietiieno de alta densidad y se almacenan en la
intemperie, a temperatura ambiente, con exposicion a la luz artificial y natural en
anaquel, bajo estas condiciones se presentan cambios bruscos de temperatura e
incidencia directa del sol, por lo cual se espera una mayor degradacion en la
apariencia del producto, que si se almacenara a temperatura constante y en
oscuridad*?*; para monitorear la estabilidad a tiempo real del producto, se adapta
el método seguido por Restrepo, M., et. al.,*** se hace un seguimiento diario
durante 15 dias a los cambios de pH mediante un pHmetro marca Spectrum
modelo SoilStick, en los nueve frascos y se llevan a cabo pruebas organolépticas
visuales.

2.6.1 Pruebas organolépticas. Se evalla cualitativamente la apariencia fisica del
producto en el dia 0 (es decir, el mismo dia de su elaboracién) y en el dia 15, bajo
las mismas condiciones que la seccion 2.6. Se hacen mediciones especificadas a
continuacion, con el fin de seleccionar la pre-formulacibn méas agradable y
llamativa.

e Color: Llenar 2 tubos de ensayo: uno con el desinfectante a examinar y otro
con una solucion con todos los ingredientes (a excepcion del extracto) como
blanco. Ubicar ambos tubos sobre una fuente de luz blanca y observar los tubos
desde arriba en posicion vertical, sobre la fuente de luz*?>. Comparar el color en
ambos tubos.

e Transparencia: Agregar 10.0 ml del desinfectante en beaker de capacidad
adecuada y observar a la luz natural'®.

e Particulas extrafias: Verter 10.0 ml del producto en un beaker de capacidad
adecuada, posteriormente, agitar vigorosamente la solucion y observar si la

solucion contiene particulas extrafias suspendidas™?’.

123 RESTREPO, M., et. al., Sustitucion de tartazina por betacaroteno en la elaboracion de bebidas no alcohdlicas. Revista
Lasallista de Investigacion — Vol. 3, No. 2. 2007. p. 11.
124 .
Ibid., p. 8
FLAMENCO, José W. y GUEVARA, Glenda I. Op. cit., p. 62
126 |, .
Ibid., p. 62.
%" |bid., p. 62.
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2.6.2 Pruebas comparativas in vitro. Una vez se obtiene las pre-formulaciones a
una concentracion fija, se mide la efectividad del producto en 3 valores diferentes
de pH, como se indica en la seccion 2.5. Para la prueba in vitro, se adapta la
metodologia “AOAC Use Dilution test” *®de la Farmacopea Americana, para
realizar la prueba de difusién de disco de Kirby- Bauer'?, la cual consiste en:

a.

El

Sembrar 100 pl de una cepa bacteriana en una superficie seca de agar
Mueller-Hinton en caja de Petri, mediante la técnica de siembra masiva. Se
debe asegurar que la bacteria esté de manera uniforme en toda el area.

Dejar la tapa abierta de 3 a 5 minutos, para retirar exceso de humedad en la
superficie, antes de disponer los discos.

Se disponen 3 discos hechos en papel de filtro de 6mm de didmetro,
equidistantes en la caja de Petri.

Agregar 10ul del producto que se desee evaluar, en cada uno de los discos.

Las placas se cierran con vinipel, se invierten y se colocan en una incubadora
a 35°C dentro de los 15 minutos después de aplicar los discos.

Esperar 24 horas. Se examina la caja y se mide el diametro de halos de
inhibicion con una regla. Si se sembr6 de manera correcta, las zonas de
inhibicién se evidenciaran como circulos uniformes alrededor de los discos,
como se observa en la ilustracion 8.

halo de inhibicion representa la efectividad del producto, dependiendo del

diametro del halo que se forme; entre mas grande, mas efectivo serd el
desinfectante.

llustracién 8. Prueba de halo de inhibicién

128 Association of analytical communities (AOAC) International, Citado por Microchem Laboratory. Use Dilution Test (AOAC
955.14; 955.15; 964.02). En linea. [Consultado: 24 de Abril de 2017] <http://microchemlab.com/test/aoac-use-dilution-test-
aoac-95514-95515-96402>

129

HUDZICKI, J. Kirby-Bauer Disk Diffusion Susceptibility Test Protocol. American Society for Microbiology. 2009. En linea.

[Consultado el 27 de Abril de 2017] <http://www.asmscience.org/content/education/protocol/protocol.3189>
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2.6.3 Pruebas comparativas in vivo. Para probar la eficacia del producto en una
superficie, se lleva a cabo el método de hisopo especificado en la “Guia Técnica
para el Analisis Microbiolégico de Superficies en contacto con Alimentos y
bebidas”*° para la toma de muestras y se adapta el método “Hard Surface Time-
Kill” que se encuentra en la ASTM E1153-14"*!. El método consiste en:

a. Delimitar un area de 100 cm? en una mesa de un material especifico (los
materiales mas comunes por la farmacopea americana’*? se pueden observar
en la tabla 6) que se encuentre “contaminada”.

b. Humedecer hisopo de algoddon en solucion salina 0.85% y presionar en
paredes del tubo para retirar exceso.

c. Con el hisopo humedo, frotar 4 veces en la superficie delimitada, con un angulo
de 30°, cada una en direccibn opuesta a la anterior. Se repite este
procedimiento en 6 areas delimitadas, usando hisopos y tubos con solucion
salina diferentes.

d. Colocar simultdneamente, los hisopos en sus respectivos tubos durante 2
minutos; retirar y desechar los hisopos.

e. Agregar 300pl del producto a evaluar en las mismas superficies delimitadas y
dejar actuar por 10 minutos.

f. Usando otros hisopos, repetir el procedimiento de toma de muestra en los
literales Cy D.

g. Cultivar por siembra masiva en cajas de Petri con agar nutritivo, cada una de
las muestras tomadas antes y después de la aplicacion del desinfectante.

h. Cerrar las cajas y colocar en incubadora a 35°C por 24 horas.

i. Cuantificar la concentracion de microorganismos mediante conteo de UFC y
comparar la disminucion en las colonias que se formaron.

0 Normas Legales. Guia Técnica para el Andlisis Microbiol6gico de Superficies en contacto con Alimentos y bebidas.

Perud. 2007. p. 4.

ASTM E1153-14, Standard Test Method for Efficacy of Sanitizers Recommended for Inanimate, Hard, Nonporous Non-
Food Contact Surfaces, ASTM International, West Conshohocken, PA, 2014. En linea. [Consultado el 27 de abril de 2017]
< https://www.astm.org/Standards/E1153.htm>
132 us Pharmacopeial Convention. USP 31 <1072> Disinfectants and antiseptics. Disinfectant Challenge Testing. En linea.
[Consultado: 24 de Abril de 2017] <http://www.uspbpep.com/usp31/v31261/usp31nf26s1 c1072.asp>
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Tabla 6. Superficies mas comunes

Material Aplicacion

Acero inoxidable Superficies de trabajo

Vidrio Ventanas y recipientes
Plastico, vinilo Cortinas

Plastico, policarbonato Revestimiento de aislamiento
Plexiglas (Polimetilmetacrilato) Escudos
Yeso reforzado con Epoxi Paredes y techos
Plastico reforzado con fibra de vidrio Revestimiento de pared
Azulejos de terrazo Pisos

Fuente: US Pharmacopeia online™

2.7DISENO DE PROCESO Y COSTOS

Con base en los resultados obtenido a nivel laboratorio, se evalla la viabilidad del
proceso de obtencion del producto por medio de una propuesta de disefio
preliminar, la cual se establece a partir de la elaboracion de un diagrama BFD, a
través del programa Microsoft® Visio 2013, que defina la secuencia y las
operaciones unitarias en cada fase del proceso; seguidamente, se elabora un
diagrama PFD en el programa Microsoft® Visio 2013, definiendo equipos y
corrientes con sus respectivos balances de masa, desde la recepcion de las hojas,
hasta obtener el producto terminado, envasado y etiquetado.

Anexo a esto, se evaluaran los costos de la propuesta preliminar, teniendo en
cuenta costos de materia prima, aditivos, inversién de equipos nuevos, corrientes
de servicio, y dandole un valor de utilidad al producto terminado para calcular el
costo neto del proceso.

133 Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 30. Vol. 1. <1072> Desinfectantes y antisépticos. 2007. p. 558.
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3. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION

Esta seccion hace referencia a la fase inicial de la metodologia; comprende todo el
acondicionamiento de la materia prima (hojas de Drimys granadensis) y la
seleccion e identificacion de metabolitos secundarios con la mejor actividad
antibacterial. Esta fase preliminar sera la base para la formulacion del producto.

3.1. CARACTERIZACION DEL MATERIAL
El material recolectado en campo se caracteriza de acuerdo al protocolo de
muestreo descrito en la seccién 2.1.1 de la metodologia, en el cual se recogen

hojas con los registros especificados en el ANEXO B.

Una vez cumplido el protocolo de la recoleccion, se pasa a seleccionar hojas
sanas, es decir, que no tengan hongos, huecos o manchas (ver ilustracion 9).

llustracibn 9. Hojas recolectadas y
seleccionadas

La tabla 7 muestra el peso de las hojas recolectadas, segun la fecha de salida de
campo. Paralelamente, se determina la humedad en la muestra, a través del
método de masa constante (ver ecuacion 1).

Ecuaci6n 1. Determinacion del porcentaje de humedad en la muestra

Peso total — Peso seco

%Humedad = Poso total X 100%
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Tabla 7. Peso recolectado segun fecha de salida

Peso de hojas (q)

Fecha Dic-2016* Feb-2017 Mar-2017
Peso total - 499.500 139.903
Peso seco 86.012 225.075 62.378
Humedad (%) - 45.06% 55.41%
Humedad promedio (%) 50.24%

*El mes de diciembre se recibié el material seco, razén por la cual no se cuenta con
registro de peso total y por lo tanto, no es posible calcular la humedad en esa muestra.

Se debe tener en cuenta que la humedad varia segun las condiciones climaticas
en el momento de la recoleccion, la temporada de lluvias y la hora exacta del
muestreo. Para efectos practicos, se decide promediar los valores de humedad
para obtener un valor aproximado, el cual fue de 50.24%. Este alto valor de
humedad en la muestra, refleja la importancia del método gravimétrico de masa
constante, debido a que se obtiene una gran cantidad de agua, la cual puede
confundirse con el peso de la hoja seca, y dar valores erréneos de rendimientos.
Una vez se seca todo el material, pasa al proceso de maceracién en etanol al
96%, el cual se muestra en su desarrollo a través de la ilustracion 10.

llustracién 10. Proceso de maceracion

a) b) ) d)

Donde:

a) Material sumergido en etanol al 96% y almacenado en frascos ambar.

b) Filtrado previo a la concentracion del extracto

c) Proceso de concentracion en rotaevaporador Heidolph

d) Extraccion en cabina LEX C-4 y proceso de secado en desecador Vakuumfest

El extracto etandlico obtenido se caracteriza de manera fisica, con el fin de
conocer parametros basicos del material tratado; aquellas propiedades se
presentan en la tabla 8. Paralelamente, se divide en 3 partes iguales el peso de
hojas secas para cada una de las recolecciones, y estas, se disponen en
diferentes frascos dmbar. Se agrega la cantidad de etanol al 96% que requiere
para su maceracion y extraccion, obteniendo los resultados que arroja la tabla 9
para peso seco de extracto.
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Tabla 8. Caracteristicas fisicas de los extractos
etandlicos.

Propiedades

Tipo de extracto Blando
Olor Herbal
Color Verde oscuro

Textura Blanda

Tabla 9. Peso de extracto crudo seco por cada fecha de recoleccion.

Fecha recoleccion Peso 1/10 (g) Peso 1/20 (g)

Peso 1/40 (g)

Dic-2016 6.789 6.542 6.855
Feb-2017 17.766 17.121 17.938
Mar-2017 5.057 4.911 4.867

Nota: Las proporciones que se muestran con los pesos obedecen a cantidad de material vegetal vs.
Volumen de etanol.

3.2. RENDIMIENTO DE EXTRACCION

Una vez caracterizado el material vegetal, se desarrolla el procedimiento descrito
en la metodologia, seccion 2.1.2. Para calcular los rendimientos de extraccion de
D. granadensis, por cada proporcion evaluada, de acuerdo con la ecuacion 2.

Ecuacion 2. Rendimiento de extracto.

peso del extracto seco
%R =

100
Peso del material vegetal seco X

Se obtienen los resultados mostrados en la tabla 10.

Tabla 10. Resultado de extracciones con diferentes proporciones.

R OBSERVACIONES

Total Promedio
(m/v) 1 2 3
1/10 24.32 23.62 23.41 71.35 23.78%
1/20 23.68 22.82 23.91 70.41 23.47%
1/40 21.20 20.32 20.68 62.2 20.73%

Para evaluar el efecto que tiene la relacion m/v en el rendimiento de extraccion, se

propone un disefio de experimento de 1 factor con 3 niveles, que se muestra en la
tabla 11.

Tabla 11. Disefio de experimentos para el rendimiento

Factor Relacion (Peso hoja seca vs. Volumen etanol)
Niveles 1/10, 1,20, 1/40

Variable respuesta
NUumero de réplicas

Rendimiento de extraccion (%)
3
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Con el fin de determinar el efecto que tiene la relacion m/v en el rendimiento de
extraccion, se plantean la hipotesis nula y alterna respectivamente:

Ho: EIl promedio de rendimiento de extraccion en las tres relaciones m/v es igual,
con un 95 % de confiabilidad.

Hi: En al menos una relacion m/v el promedio de rendimiento de extraccion es
distinto, con 95% de confiabilidad.

Con los pesos de extracto seco, se determina el porcentaje de extraccion en cada
una de las proporciones mediante la ecuacion 2 y se obtiene los resultados
mostrados en la Gréfica 1.

Gréfica 1. Porcentajes de extraccion vs. Réplicas.

25 .
24 T T
23 A
22 4

21 -

% de extraccién

20 A

1/10 1/20 1/40
Relacién (m/v)

Nota: La desviacién estandar para cada uno de las proporciones es 1/10: 0.48; 1/20: 0.57; 1/40: 0.44.

Se hace un andlisis de varianza ANOVA con la informacién suministrada en la
gréfica 1.

Teniendo en cuenta los grados de libertad obtenidos en el analisis de varianza, se
compara el valor calculado de F= 33.65 frente a 5.14, valor extraido de la tabla de
distribucion de Fisher (Ver anexo E).

Debido a que el F calculado es mayor que el F que se lee en tablas, se rechaza la
hipotesis nula y se concluye que, en al menos una relacion m/v, hay diferencia
significativa en el rendimiento.

Con el fin de determinar cuél de los promedios de extraccion es el que marca la
diferencia, se desarrolla la prueba de Tukey (Ver tabla 12), prueba seleccionada
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por tener en cuenta los tamafios de muestras iguales y, ademas de esto, efectla
un control cobre el error global del experimento por lo cual es preferida por
muchos experimentadores***.Con o = 0,005 y f = 6 grados de libertad para el error,
en la tabla del apéndice F se obtiene go05(3,6)= 4,34 . Por lo tanto, por la ecuaciéon
3.

Ecuaci6n 3. Estimador prueba de Tukey

MS; 0,251
To05 = qo,05(3,6) T 4,34 3 = 1,2

Este estimador T permite comparar cualquier par de promedios de los
tratamientos, aquellos que difieran en valor absoluto por mas de 1,26 implica que
el par de promedios correspondientes son significativamente diferentes.

Tabla 12. Tabla diferencia de promedios entre tratamientos.

Relacion . 1/10 1/20 1/40
/ Promedio
(m/v) 23,78 23,47 20,73
1/40 20,73 3,05 * 2,74* -
1/20 23,47 0,31 -
1/10 23,78 -

Los valores con asterisco mostrados en la tabla 12, representan la diferencia
significativa que tiene el promedio de rendimiento de extraccion de la relacién 1/40
con respecto a las relaciones 1/10 y 1/20 respectivamente, siendo la primera la de
mas bajos resultados.

3.3. FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTOS

De acuerdo a la metodologia descrita en la seccion 2.2, se obtuvieron 12
fracciones secas, 4 por cada réplica en el método. Los pesos de las fracciones se
pueden observar en la tabla 13.

Tabla 13. Rendimiento de extractos fraccionados en hojas

Extracto total Hexano Cloroformo Acetona Metanol
Peso 1 (g) 6,789 0,816 3,292 1,158 1,048
Peso 2 (g) 6,542 0,736 2,827 1,277 1,008
Peso 3 () 6,855 0,957 3,156 1,607 0,907

Aplicando la ecuacién 4 para determinar los rendimientos respectivos, se observan
los resultados en la gréfica 2.

134 Montgomery, D.C., Disefio y Andlisis de Experimentos. México, D.F: Limusa wiley, 2004. p. 102
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Ecuacion 4. Rendimiento del fraccionamiento.

Peso del extracto obtenido

%R x100%

"~ Peso del extracto Etanolico

Gréfica 2. Porcentajes de rendimiento de fracciones.

= Hexano
= Cloroformo
= Acetona
= Metanol

= Pérdidas

De acuerdo a los resultados, la fraccion de cloroformo es la de mayor rendimiento,
con un valor de 46%, quiere decir que casi la mitad de las moléculas presentes en
el extracto vegetal tienen tendencia a ser de tipo medianamente-apolares. Esto no
implica necesariamente que la fraccion de cloroformo sea la indicada para
formular el producto, debido a que no existe una relacién directa entre la actividad
bactericida (lo cual se pasara a evaluar en la siguiente seccion) y el rendimiento
de la fraccién. La fracciébn de acetona es la que le sigue en rendimiento con un
20%, seguido de metanol y hexano con 15% y 12% respectivamente.

Teniendo en cuenta que el extracto seco tiene caracteristicas de alta viscosidad y
su manejo es dificil, se obtuvo también un porcentaje de pérdidas, el cual se
atribuye al extracto que queda adherido en materiales como espatula, papel filtro,
algodoén, guantes, entre otros. Estas pérdidas representan un 7% del extracto
crudo total obtenido.

3.4 PRUEBAS DE INHIBICION BACTERIANA

Se prosigue al ensayo de actividad antibacteriana a través del método “MIC Test”
descrito en la seccion 2.3.2. Una vez se siembra la bacteria y se incuba a una
temperatura de 37°C por 24 horas, se observa el crecimiento en ciertas
concentraciones dependiendo de la eficacia de la fraccion en el microorganismo
evaluado como se observa en la ilustracién 11.
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llustracion 11. Resultados de la prueba "MIC test".

d)
Dénde: a) Fraccion de hexano. b) Fraccion de acetona. ¢) Fraccién de
cloroformo y d) Fraccién de metanol.

Como variable respuesta al experimento, se tiene presencia 0 ausencia de
crecimiento bacteriano. Segun esto, en la gréfica 3 se puede observar de manera
mas clara y completa los resultados de la concentracion minima de inhibicion por
cada una de las cepas bacterianas evaluadas.

Gréfica 3. CMI de cada fracciéon por bacteria.

Solvente
30,00 M Hexano
M Clorofomo
—~ M Acetona
£ 2500 Bl etanol
~
5
~— 20,00
=
o 15,004
10,00
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E. coli K. S. aureus  S. epidermis
pneumoniae
Bacteria
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Segln la seccién 1072 de la Farmacopea Americana™®, E. coli y S. aureus son
dos de los 3 microorganismos desafiantes (mas resistentes) y la efectividad de la
prueba consiste en inhibir su crecimiento. A partir de los resultados mostrados en
la gréfica 3, se puede decir que la prueba fue efectiva en las fracciones de acetona
y metanol, pues hubo inhibicidn del crecimiento en estas dos cepas. La fraccion de
hexano fue muy eficaz contra S. epidermis, sin embargo, no hubo inhibicién del
crecimiento de S. aureus en ninguna concentracién, al igual que la fraccion de
cloroformo, razén por la cual, se descartan estas fracciones para la formulacion
del producto.

Comparando las fracciones restantes, la fraccion de acetona es la que obtuvo una
mejor efectividad en cuanto a la inhibicion del crecimiento: Inhibe el crecimiento de
S. epidermis a partir de una CMI de 3.8 mg/ml, mientras que la de metanol en 7.5
mg/ml; con respecto a E. coli y K. pneumoniae, acetona tiene una CMI de 7.5
mg/ml, lo cual fue similar a metanol en cuanto a E. coli, pero si hubo una gran
diferencia en K. pneumoni, donde la CMI de metanol fue de 30 mg/ml; finalmente,
S. aureus se inhibe a partir de una CMI de 15 mg/ml en ambas cepas.

Haciendo un analisis entre la actividad antibacteriana y el rendimiento, se decide
escoger la fraccién de acetona para la formulacién del producto; a pesar de no ser
la de mayor cantidad, es la segunda luego del cloroformo y muestra una
efectividad muy superior al resto de fracciones en cuanto a su actividad
bactericida. Teniendo en cuenta que los compuestos medianamente polares de D.
granadensis son los mas eficaces, se pasa a identificar el tipo de moléculas
presentes en esta fraccibn mediante la marcha fitoquimica.

3.5 MARCHA FITOQUIMICA

Los resultados obtenidos a partir de la cromatografia en capa fina para la fraccion
de acetona, se pueden observar en las tablas de la 14 a la 18. En todas las placas
se observa un comportamiento similar en la separacion de los componentes, a
pesar de que en unas placas se haya obtenido una mejor separacion que en otras.
Los resultados se comparan con los datos mostrados en el estudio de DUENAS,
J.T.2%® en el 2017, en el cual, se identificaron metabolitos secundarios del extracto
total crudo de D. granadensis. Mediante esta comparacion se quiere identificar
cudles son los metabolitos secundarios directamente responsables de la actividad
antibacteriana.

Placa 1: La separacion de los metabolitos secundarios presentes fue muy notoria.
Su caracteristica principal es que existen componentes que no se pueden ver a
simple vista, se requiere luz UV para poderlos detectar. En la tabla 14 se ve de
manera clara estos puntos y los cambios de colores en los que se pueden

135 Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 30. Op. cit., p. 558.
® DUENAS, J. Op. cit. p. 30 — 32.
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observar con luz visible. Con el UV a 365 nm, la gran mayoria de los puntos
presenta fluorescencia, lo cual es caracteristico de compuestos aromaticos que

137

usualmente componen a los flavonoides™".

Tabla 14. Resultado de TLC placa 1.

Puntos Color uv Vista normal V'Stanl#nv 365
1 café Rojo —
2 amarillo Amarillo
3 amarillo oscuro Verde fluorescente .

4 verde grisaceo Verde fluorescente l
5 amarillo opaco Verde fluorescente ‘
6 verde grisaceo Verde fluorescente
7 gris azul Verde fluorescente
8* No visible azul violeta
9* No visible azul violeta
10* No visible azul violeta
11~ No visible azul violeta : .
12 amarillo Verde fluorescente e

* Los compuestos del 8 al 11, absorben la radiacion UV, su revelado se evidencié por medio de una camara

ultravioleta.

Placa 2: En este caso, se ve una disminucion notoria en la separacién de los
metabolitos, sin embargo, el orden de los colores se mantiene de manera muy
similar. Para este caso, se sumergié la placa resultante en reactivo vainillina -
acido fosforico; en la tabla 15 se puede notar que los colores se tornaron violeta —
rosa y el punto de siembra cambié de su color café a un marron. De manera
similar a la placa 1, el compuesto amarillo se encuentra muy retirado de los

demas.
Tabla 15. Resultados de TLC placa 2
Puntos Color Vista con
revelador

1 café
2 verde opaco
3 amarillo
4 verde grisaseo
5 amarillo opaco
6 verde grisaseo
7 gris
8 amarillo = =i

137 HAVSTEEN, B.H., The biochemistry and medical significance of the flavonoids. Pharmacology and Therapeutics. 2002.

Vol. 96. p. 82.
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Placa 3: La coloracion inicial fue muy similar, aunque la separacion no fue muy
notoria. Se formd una delgada capa que distribuye los colores como se indica en
la tabla 16. En este caso se decididé sumergir la placa en cloruro férrico como se
observa en la ilustracion 12.

llustracién 12. Placa con revelador Cloruro férrico.

Se observa claramente que el punto de siembra cambia a un color verde grisaceo

muy OSscuro.
Tabla 16. Resultados de TLC placa 3

Vista con
revelador

1 café 3
amarillo opaco

amarillo
verde grisaceo
amarillo opaco
verde grisaceo

gris
amarillo

Puntos Color

»

0 N Ok WN
“;n.«.'.

Placa 4: La coloracion inicial tiene un orden muy similar al de las anteriores
placas, sin embargo su separacién no fue muy efectiva y so6lo se alcanzan a
distinguir algunos colores combinados, como se muestra en la tabla 17. Esta placa
fue sumergida en revelador vainillina — acido sulfirico como se observa en la 13.
Se observa un cambio drastico de color en toda la placa.
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llustracion 13. Placa sumergida en vainillina-acido sulfarico.
> ; v i

Tabla 17. Resultados TLC placa 4

Puntos Color Vista con
revelador
1 café
2 amarillo
verde
3 grisaceo
4 verde opaco
5 amarillo

Placa 5. La separaciéon de componentes fue muy efectiva, en cuanto a que se
pueden distinguir de manera clara cada uno de los colores a través de la fase
estacionaria. En este caso, se puso la placa en contacto con vapor de solucion de
amoniaco, luego al horno con una temperatura de 110°C, y finalmente a
exposicion de lampara UV a 256 nm. Como se indica en la tabla 18, la exposicién
de esta placa en la radiacién no demostré cambios de color ni fluorescencia en los
componentes, asi que se descarta la presencia de cumarinas y flavonoides

Tabla 18. Resultados TLC placa 5

PUNtOS Color Vista con Vista con UV 254
revelador nm
1 café
2 amarillo
3 verde
4 amarillo
verde
5 grisaseo
6 gris
7 amarillo
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Una vez se concluye la primera identificacion por TLC, se realizan las pruebas con
tubos para reiterar los resultados y tener una mayor certeza de la presencia de los
metabolitos secundarios mas relevantes.

Flavonoides: Como se observa en la ilustracion 14, el agregar los agentes
reveladores para la fraccion de acetona dio como resultado una coloracion muy
rosa, lo cual es un indicador positivo para la prueba shinoda y se concluye que hay
presencia de flavonoides en la fraccion de acetona.

llustracién 14. Resultado prueba Shinoda.

g | g
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Taninos: Al realizar la prueba Gelatina-sal, se formé una leve turbidez en el color
de la solucion y también se form6 poco precipitado como se observa en la
ilustracion 15. Se concluye que hay presencia de pocos taninos condensables.

llustracién 15. Resultado prueba Gelatina-sal.
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Saponinas: Hay formaciéon de espuma que indica que hay disminucion de la
tension superficial cuando se lleva a cabo la prueba de espuma. Como se puede
observar en la ilustracion 16, la espuma no es demasiado abundante como se
define en el protocolo, sin embargo, se mantiene durante mas de 1 minuto, lo cual
indica presencia de saponinas.

llustracion 16. Resultado prueba de Espuma

Alcaloides: Al agregar el reactivo Dragendorff, hay un cambio de color en la
solucién de la fraccién de acetona, no obstante, no se forma ningun precipitado
como se observa en la ilustracion 17. Se concluye que no hay presencia de
alcaloides en la muestra.

llustracion 17. Resultado prueba Dragendorff.
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Cardioténicos: Al agregar reactivo Baljet, se puede observar a través de la
ilustracion 18 que se forma una coloracién naranja fuerte, lo cual indica positivo

para la prueba.

llustracion 18. Resultado prueba Baljet.

Quinonas: Al realizar el procedimiento con reducciéon Zn/HCI, se pudo evidenciar
algo de precipitado blanco, sin embargo, este no fue muy notorio como se observa
en la ilustracién 19, lo cual implica poca presencia de este tipo de moléculas.

llustracion 19. Resultado prueba de Reduccién con

ZnHel
" . 4 -

En la tabla 19 se encuentra la informacién donde se compara los resultados
obtenidos por los métodos realizados en la presente investigacion y lo que se
reporta en el estudio de DUENAS, J.T., el cual se tuvo lugar en el Jardin Boténico

de Bogota José Celestino Mutis en el afio 2016.
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Tabla 19. Comparacién de metabolitos secundarios

Hoja- Silvestre*

Grupo de Método de Extracto Fraccién Acetona
compuestos identificacién etandlico total (Cuervo D. y
(Duenias, J. T.) Vanegas J.A.)
Flavonoides Prueba Shinoda + +
Quinonas Reduccion con Zn/HCI + +
Cloruro férrico ++ N/A
Taninos Cloruro férrico (TLC) N/A ++
Gelatina-sal + +
Saponinas Espuma - +
Alcaloides Dragendorff + -
Cardiotonicos Baljet + ++
_ H|dr0>§|t_jo de potasio + N/A
Cumarinas alcohdlico
Absorcién UV (TLC) N/A -
Liberman- Bouchard ++ N/A
Esteroides Liberman- Bouchard
(TLC) N/A +

*Segun lo obtenido, el signo negativo (-) significa que no hubo presencia de ese
metabolito. El signo positivo (+) significa que hubo poca presencia de ese metabolito y
el doble signo positivo (++) significa que la prueba tuvo resultados muy notorios de la
presencia de ese metabolito.

De la informacién obtenida en la tabla 19, se puede concluir que se coincide con la
presencia de metabolitos como: flavonoides, quinonas, taninos hidrolizables y
taninos condensables. Con respecto a los cardioténicos, la presente investigacion
obtiene una presencia muy notoria de estas moléculas, mientras que el estudio de
Duefias reporta poca presencia de ellos. Caso contrario a esteroides, donde, a
través de cromatografia en capa delgada con revelador Liberman-Bouchard hubo
poca presencia de esteroides y/o triterpenoides, mientras que el estudio de
Duefas fue muy notoria la presencia de estos. Metabolitos como alcaloides y
cumarinas se reportaron presentes en el extracto total, mientras que en la fraccién
de acetona no hubo presencia de estos, lo cual implica que esos compuestos no
son los principales responsables de la actividad antibacteriana. En cuanto a las
saponinas, hay una discrepancia, debido a que el extracto total no reporta
presencia de estas, sin embargo, en la presente investigacion si hubo una leve
formacion de espuma, lo cual indica positivo en la prueba.

De acuerdo a los resultados presentados a traves de todo el capitulo, se concluye
gue a pesar de no tener el mayor rendimiento, la fracciébn de acetona es la mas
indicada para la formulacion del producto, por su superioridad en las pruebas de
inhibicion del crecimiento bacteriano. Estas propiedades se le atribuyen
principalmente a la presencia de Taninos y Cardiotonicos, los cuales se
encuentran en mayor proporcion segun las pruebas cualitativas. Sin embargo,
estudios revelan que los flavonoides y las saponinas también tienen propiedades
antibacteriales.
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Por otro lado, las caracteristicas fisicas de la fraccion de acetona, hacen que sea
dificil de maniobrar, sin embargo, la fracciones apolares: hexano y cloroformo,
mostraron una mayor dificultad y resistencia en cuanto a que se adhieren y
manchan la ropa con mas facilidad que las fracciones polares. Al momento de
realizar el producto es importante tener en cuenta las caracteristicas
organolépticas del mismo, y esto dependera de cémo se defina el producto y hacia
gué sector va dirigido, como se vera en el siguiente capitulo.
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4. FORMULACION DEL PRODUCTO Y ANALISIS

Con base en los resultados obtenidos en la caracterizacion de los extractos
vegetales de la especie, especificamente con sus altos niveles de citotoxicidad, se
define que el producto a desarrollar va dirigido a la aplicacion en superficies.

Para definir exactamente el tipo de superficie y el sector puntual al que se destina
el producto, se investigan diferentes estudios de mercado, donde se establece los
ingresos actuales que mueve la comercializacion de desinfectantes sintetizados
quimicamente para superficies de uso doméstico y uso agricola, los cuales son los
que lideran esta categoria.

4.1 DEFINICION DEL PRODUCTO

Segln un estudio de mercado realizado en Estados unidos en el 2016'%, el
mercado global de los desinfectantes de superficies tales como hipoclorito,
peréxido, acido peracético, compuestos fendlicos, compuestos de amoniaco
cuaternario, entre otros, estd en crecimiento. Se proyecta que este mercado
alcance los USD $542,55 millones para 2020, a partir de los USD $312,17
millones conseguidos en el 2015, presentando una tasa anual compuesta de
crecimiento de 11,69% en este periodo de 5 afios. Cabe resaltar que dentro del
estudio de mercado, se evaluaron 3 presentaciones: Liquido, en spray y en toallas,
dando como resultado que la presentacion en liquido fue la mas superior.

Entre tanto, en los desinfectantes agricolas, se prevé que el mercado alcanzara un
valor de USD $2.11 mil millones en 2021, con una tasa de crecimiento de 4.3% de
2016 a 2021."*

Comparando ambos estudios, se puede concluir que se proyecta un mayor
crecimiento econémico en los desinfectantes de superficie para uso doméstico, a
pesar de que los desinfectantes de uso agricola tengan tanta fuerza actualmente.

Teniendo en cuenta el crecimiento del mercado de desinfectantes para uso
doméstico, y la compleja infraestructura requerida para la realizacién de pruebas
in vivo en un sector agricola, se define que se formula un producto enfocado hacia
el uso en superficies del sector doméstico llamado “Driminator”, el cual tendra una
presentacion liquida y su aplicacion sera mediante aspersor con el fin de asegurar
una aplicacién homogénea en la superficie.

138 Markets and Markets. Surface Disinfectant Market by Product (Hypochlorite, Quaternary Ammonium Compounds,

Hydrogen Peroxide, Chlorhexidine Gluconate, Peracetic Acid, Phenol, Alcohol), Formulation (Sprays, Liquids, Wipes) -
Global Forecast to 2020. En linea. [Consultado: 20 de Abril de 2017]. Octubre 2015. <
http://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/surface-disinfectant-market-231286043.html>

139 Markets and Markets. Agricultural Disinfectants Market worth 2.11 Billion USD by 2021. En linea. [Consultado: 20 de
Abril de 2017]. Agosto 2016. < http://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/agricultural-disinfectant-market-
89992801.html>
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4.2 DISENO EXPERIMENTAL: PRE-FORMULACION

Una vez se define el producto a desarrollar, se proponen las pre-formulaciones,
basadas en articulos recientes para la formulacion de productos desinfectantes de
superficies y en los ingredientes mas comunes que componen otros productos
comerciales.

Debido a que los componentes de la fraccion de acetona del extracto no tienen
una naturaleza totalmente polar, se sigue las recomendaciones dadas por la
patente de DAIGLE, F., et. al.,** la cual fue escogida por los autores debido a
que el documento trata de una formulacion de un desinfectante a partir de
extractos vegetales, lo cual se ajusta al producto que se desea desarrollar en la
presente investigacion. En la patente se explica que por su poca solubilidad, se
debe agregar un solvente anfifilico que sea capaz de solubilizar los compuestos
del extracto en el medio acuoso o vehiculo. Se decide que para la presente
funcion se selecciona el propilenglicol, el cual actia a su vez como agente
humectante. A partir de esta definicion, en la tabla 20 se encuentra la lista de los
aditivos que se escogen para realizar las pre-formulaciones iniciales y que por
medio de investigaciones previas, se ha demostrado que no ocasionan un efecto
negativo en la degradacién del extracto vegetal.

Tabla 20. Pre-formulaciones para el disefio de experimentos.

Aditivo Funcion
Agua destilada Vehiculo
Extracto Ingrediente activo
EDTA Agente quelante
Propilenglicol Humectante/solvente extracto
Lauril-sulfato de Tensoactivo
sodio (Texap6n 40)
Trietanolamina Regulador de pH (Alcalinizante)
Colorante verde Corrector de color

Fragancia de canela Corrector de aroma

La mezcla de todos los ingredientes (incluyendo el extracto) sin alcalinizante,
arroja un valor de 3.57, mientras que el pH del blanco (es decir, la mezcla de
aditivos sin el extracto ni alcalinizante) marca un pH de 8.05. A partir de estos
valores, se calcula por proporcion, la cantidad de alcalinizante debe tener cada
uno de los tratamientos para estandarizar su valor de pH. Con se especifica en el
marco tedrico seccion 1.4.3.1, cada desinfectante tiene un rango determinado de
pH Optimo para su correcta efectividad y esto depende de su ingrediente activo.
En el caso de D. granadensis no se encuentran estudios realizados donde se
especifigue esto, razén por la cual, se decide que la variable en el disefio de
experimentos propuesto en la seccidon 2.5, tomara valores de pH 4 para el
tratamiento 1, pH 7 para el tratamiento 2 y pH 10 para el tratamiento 3; esto con el

10 DAIGLE, F., et. al., Op. cit. p. 6.
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fin de abarcar medios acido, neutro y alcalino respectivamente y evaluar la
efectividad del producto en cada uno.

A partir de la definicion de los ingredientes, en la tabla 21 se muestra los valores
fijos de cada uno y la variacion en la cantidad del alcalinizante para conseguir el
pH correspondiente a cada tratamiento.

Tabla 21. Formulacion del disefio de experimentos

: Tratamientos
Ingredientes

pH 4 (1) pH 7 (2) pH 10 (3)
Agua destilada 75.15% 74.4% 71.9%
Extracto* 2.5% 2.5% 2.5%
Agente quelante 1.0% 1.0% 1.0%
Agente humectante 20.0% 20.0% 20.0%
Tensoactivo 1.0% 1.0% 1.0%
AeguiErer B (- 0.25% 1.0% 3.5%
(variable)
Colorante natural 0.05% 0.05% 0.05%
(verde)
Fragancia de canela 0.05% 0.05% 0.05%

*La concentracion del ingrediente activo debe ser superior a la concentracién minima inhibitoria obtenida en las
pruebas antibacterianas, debido a que, con el paso del tiempo, el extracto se puede degradar, perdiendo su
actividad y acortando la vida util del producto.

Una vez especificada la proporcibn de cada aditivo en cada uno de los
tratamientos, se pasa a hacer el desarrollo del producto a nivel laboratorio. El

orden de mezclado y la obtencién de las pre-formulaciones se especifica en la
seccion 4.3.

4.3 DESARROLLO DEL PRODUCTO A NIVEL LABORATORIO.

Se debe mezclar rigurosamente cada uno de los ingredientes, siguiendo el método
de DAIGLE, F., et. al.,** en su patente, para asegurar que haya homogeneidad y
solubilidad completa de los aditivos en el vehiculo. Se prepara un total de 675 ml,
en el cual se destina 225 ml por cada tratamiento y, a su vez, ese volumen se
divide en 3 para representar cada una de las réplicas. La cantidad empleada de

cada aditivo para los tratamientos 1, 2 y 3 se muestran en las tablas 22, 23 y 24
respectivamente.

L ibid., p. 9.
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Tabla 22. Pre-formulacion - Tratamiento 1.

Aditivo Cantidad
Extracto 5.625¢
EDTA 2259
Propilenglicol 45 ml
Texapon 40 2.25 ml
Colorante 0.1125¢g
Fragancia de canela 0.1125 ml
Alcalinizante 0.5625 ml

Agua desionizada  169.1 ml

Tabla 23. Pre-formulaciéon — Tratamiento 2.

Aditivo Cantidad
Extracto 5,625¢
EDTA 2,259
Propilenglicol 45 ml
Texapon 40 2,25 ml
Colorante 0,1125¢g
Fragancia de canela 0,1125 ml
Agua 167,4 ml
Alcalinizante 2,25 ml

Tabla 24. Pre-formulacion - Tratamiento 3.

Aditivo Cantidad
Extracto 5,625¢
EDTA 2,259
Propilenglicol 45 ml
Texapén 40 2,25 ml
Colorante 0,1125¢g
Fragancia de canela 0,1125 ml
Agua 161,78 mi
Alcalinizante 7,875 ml

Para homogenizar correctamente, se sigue la secuencia de mezclado de
especificada en el diagrama de flujo de la figura 17, que se muestra de manera
mas grafica en la ilustracion 20.
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Figura 17. Secuencia de mezclado con tiempos definidos.

Mezclar 300 mi de
agua con6.75 g de
EDTA

B

Agitar por 10 minutos
a temperatura
ambiente

B

Agregar 50 mi mas
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extracto en 35 mi de
propilenglicol

.

Completara 135 ml
de propilenglicol

B
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con colorante y

5 minutos mas

fragancia

B
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800 rpm - 40°C por
15 minutos

=

Mezclar y Agitar a
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por 1 hora

h

.

llustracién 20. Secuencia de mezclado.
PG + EXTRACTO +
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Agitar a 800 rpm por
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Una vez se culmina el tiempo de mezclado y se obtienen las 3 pre-formulaciones
establecidas, se vierte 75 ml de cada uno de ellos en 3 envases diferentes para
replicar los resultados posteriores como se muestra en la ilustracion 21.

llustracion 21. Pre-formulaciones en el dia cero.

Cada uno de los frascos se almacena para evaluar su estabilidad a tiempo real,
bajo las condiciones especificadas en la seccién 2.6, como se observa en la
ilustracion 22. En la seccién 4.4 se presentan los resultados en la estabilidad tanto
del pH como en sus propiedades organolépticas.

llustracién 22. Almacenamiento de pre-formulaciones en condiciones
reales.

4 4ESTABILIDAD DE PRE-FORMULACIONES

Se evallan las caracteristicas organolépticas mencionadas en la seccién 2.6.1 en
el dia cero y el dia 15 para cada uno de los tratamientos, con el objetivo de
comparar cuanto ha cambiado la apariencia del producto en este tiempo, bajo
condiciones de almacenamiento reales. Los resultados se pueden observar a
través de la tabla 25.
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Tabla 25. Resultados pruebas organolépticas

Caracteristica Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Blanco
15/05/2017 30/05/2017 15/05/2017 30/05/2017  15/05/2017  30/05/2017 30/05/2017
Color Verde Verde Verde Verde Verde Marrén Verde
lima bosque lima Oliva lima esmeralda
Olor a canela Fuerte Leve Fuerte Muy leve Fuerte p'\(la(r)cisbee Fuerte
: Poco Muy poco Poco . Poco . Muy
Transparencia traslicido  traslicido traslicido Turbio trasltcido Muy Turbio trasltcido
Particulas
; Pocas Muchas Muy Muchas Pocas Muchas No hay
suspendidas pocas

Las caracteristicas organolépticas del producto cambiaron drasticamente en los 3
tratamientos pasados 15 dias desde su manufactura, sin embargo, los cambios
fueron mas notorios a medida que aumenta el valor del pH, lo cual puede deberse
a gue el extracto es mas sensible a degradacion en medios alcalinos.

Con respecto a la variacién de pH, las graficas 4,5 y 6 muestra el comportamiento
de los 3 tratamientos con respecto al tiempo.

Gréfica 4. Variacion del pH tratamiento 1.
4,2
4,1
s & -
3,9
3,8

e=@==Tratamiento 1

Desviacion estandar: 0.06
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Gréfica 5. Variacion de pH tratamiento 2.
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Desviacion estandar: 0.42

Gréfica 6. Variacion del pH tratamiento 3.
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Desviacion estandar: 0.11

Para determinar la variabilidad de cada una de las réplicas, con respecto al valor
de pH en el que se deberia mantener (4, 7 o 10 dependiendo del tratamiento) se
realizaron diagramas de caja y bigotes en el programa SPSS como se observa en
las graficas 7, 8 y 9.
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Gréfica 7. Diagrama de caja y bigotes para el tratamiento 1.
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4,10
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3,90

pH
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T
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Para el tratamiento 1 replica 2 se ve un dato atipico, que pudo deberse a un error
en la medicion o en una mala calibracién del equipo.

Gréfica 8. Diagrama de caja y bigotes para el tratamiento 2.
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Para el tratamiento 2 replica 1 se evidencia un dato atipico, se atribuye a error en
la medicion del pH.
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Gréfica 9. Diagrama de caja y bigotes para el tratamiento 3.

10,109

10,004
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Replica

Para el tratamiento 3, replica 2, se evidencia dos datos atipicos inferiores a un pH
de 9,8

La variacion de pH en el tratamiento 2 fue muy superior a la variacién en los
tratamientos 1y 3, lo cual se debe a que, por tratarse de una escala logaritmica, el
pH en un rango neutro es mas susceptible a variar, debido a que un cambio leve
en la concentracion de iones hidronio puede alterar de manera cuantiosa su valor.
Por otro lado, la trietanolamina tiene la propiedad de formar soluciones buffer, las
cuales dan estabilidad a la mezcla, razén por la cual, a mayor cantidad de
alcalinizante en la formulacion, mayor serd la estabilidad de esta variable.

No obstante, el hecho que en este tratamiento las propiedades organolépticas
hayan desmejorado considerablemente en un corto tiempo, bajo condiciones
normales de almacenamiento, implica que existe la posibilidad de que el
ingrediente activo se degrade facilmente y pierda efectividad en un medio alcalino.
Se debe comprobar esta hipétesis mediante los resultados de las pruebas de
funcionalidad in vitro e in vivo.

4.5 RESULTADO PRUEBAS COMPARATIVAS

Para llevar a cabo las pruebas comparativas de funcionalidad, se escogen dos
productos comerciales que van de acuerdo con el sector del mercado al que se
dirige el producto Driminator, con el fin comparar los resultados de las pruebas in
vitro e in vivo de las pre-formulaciones como se explica en la seccién 2.6.2y 2.6.3.
A continuacion se mencionan las caracteristicas mas importantes de cada uno.
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e Producto comercial 1 (Tratamiento 4): Es un producto comercial multiusos
sintetizado quimicamente a partir de bicarbonato; viene en una presentacion
liquida de 960 ml contenido neto, color fucsia y olor a canela. Su modo de uso
requiere diluir en el producto en agua, proporcion 5:1 respectivamente. Tiene un
pH alcalino de 8.06 segun medicibn con pHmetro spectrum SoilStick. Su
formulacion contiene los aditivos de la tabla 26.

Tabla 26. Formulacién del producto comercial 1.

FORMULACION

Ingrediente Composicion
Bicarbonato de potasio 1%
Surfactantes 3%
Fragancia 0,80%
Desengrasante 1,50%
Excipientes 93,70%

Fuente: Etiqueta del producto comercial 1.

Se escoge este producto por sus caracteristicas similares a Driminator, en cuanto
a que va dirigido al sector doméstico para uso en superficies y contiene en su
formulaciéon agentes surfactantes, lo cual hace que se emplee de la misma
manera.

e Producto comercial 2: Producto desinfectante multisuperficies a partir de
ingrediente natural de aceite de citronela; viene en presentacioén liquida de 120
ml contenido neto, color naranja y olor citrico. Su modo de uso para superficies
requiere diluir en 6 tapas del producto en 500 ml de agua, esparcir con un pafo
y dejar secar. Tiene un pH acido de 4.65 segun medicibn con pHmetro
spectrum SoilStick.

Este producto reporta los aditivos que se usan, mas no su composicion:

Agua

Tensoactivo no idénico
Aceite de citronela
Tensoactivo anidnico
Tensoactivo catidnico
Espesante
Secuestrante
Preservante

Color

O O O O O O O 0O O

Se escoge este producto porque su ingrediente activo (aceite de citronela) es de
origen natural, lo cual es comparable con Driminator. Ademas, tiene dentro de su
formulacién, aditivos muy similares.

95



Por otro lado, se hace una mezcla de todos los aditivos que conforman la
formulacion del producto, exceptuando la adicion del ingrediente activo. A esta
mezcla se le llamara Blanco, y sirve como control para determinar el impacto que
tienen los ingredientes en el crecimiento bacteriano.

4.5.1 Resultado prueba in vitro. Siguiendo el protocolo de la prueba de difusién
de disco Kirby-Bauer, indicado en la seccion 2.6.2, se evaltan las dos bacterias
mas resistentes de acuerdo a la farmacopea, es decir, E. coliy S. aureus. En la
tabla 27 se muestran las medidas de halos de inhibicién en milimetros, para cada
uno de los tratamientos y sus respectivas réplicas (R1, R2 y R3).

Tabla 27. Medida de halos de inhibicion.

E. coli ] S. aureus
Tratamientos Halo de inhibicién (mm)
R1 R2 R3 Desv.| R1 R2 R3 Desv.
Tratamiento 1 17 13 8 4509| 17 10 20 5,132
Tratamiento 2 9 0O 7 4726 0 9 0 5196
Tratamiento 3 10 7 0 5132 9 11 8 1,528

Tratamiento 4 (C1)| 20 12 15 4,041 | 25 27 15 6,429
Tratamiento 5 (C2) | 10 9 0 5508 0 O 20 11,55

Tratamiento 6 0 0 0 0 12 15 13 1,528
(Blanco)

Teniendo en cuenta estos datos, la variabilidad de los tratamientos 3 y 6 fue la
mas baja con respecto a la cepa S. aureus y el tratamiento 6 no tuvo variabilidad
en sus resultados para la cepa E. coli, esto quiere decir que sus resultados son
mas precisos y por lo tanto, mas confiables. Por otro lado, el tratamiento 4 obtuvo
los halos de inhibicion mas grandes, lo cual significa una mayor efectividad para
esta prueba. Se realiz6 un andlisis estadistico de los datos para cada bacteria,
con base al siguiente disefio de experimento:

Factor: pH

Niveles: T1 (pH 4), T2 (pH7), T3 (pH 10), C1, C2, Blanco
Variable respuesta: Halo de inhibicién

Numero de réplicas: 3

Con el fin de corroborar el efecto que tiene el pH en el la efectividad del
desinfectante en la prueba in vivo, se plantean la hipotesis nula y alterna
respectivamente:

Ho: No hay diferencia significativa en la efectividad del producto entre los
tratamientos evaluados.

Hi: hay diferencia significativa en la efectividad del producto en al menos uno de
los tratamientos evaluados.
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Para el analisis de datos de la prueba en la bacteria E. coli, se tomaron los datos
de la tabla 28, y se acoplaron a la tabla 29 donde se calculé la suma total y el
promedio para el halo de inhibicidbn en milimetros.

Tabla 28. Resultado de halos de inhibicion para los diferentes tratamientos.

Tratamiento Observaciones Total Promedio
1 2 3 (mm)
T1 (pH:4) 17 13 8 38 13
T1 (pH:7) 9 0 7 16 5
T1 (pH:10) 10 7 0 17 6
Comercial 1
(pH: 8.06) 20 12 15 47 16
Comercial 2
(pH: 4.65) 10 9 0 19 6
Blanco 0 0 0 0 0

Se hace un analisis de varianza ANOVA. Teniendo en cuenta los grados de
libertad obtenidos en el andlisis de varianza, se compara el valor calculado de F
(3.68), frente a 3.29, valor extraido de la tabla de distribucién de Fisher (Ver anexo
E).

Debido a que el F calculado es mayor que el F que se lee en tablas, se rechaza la
hipétesis nula y se concluye que, en al menos un tratamiento, la efectividad
interpretada por halo de inhibicion es diferente, lo cual afirma el efecto que tiene el
pH sobre la efectividad de un desinfectante.

Para el andlisis de datos de la prueba en la bacteria Gram positiva S. aureus, se
siguié la misma metodologia de analisis, y se procedid a calcular la tabla ANOVA.
Teniendo en cuenta los grados de libertad obtenidos en el analisis de varianza, se
compara el valor calculado de F (3.68), frente a 3,29, valor extraido de la tabla de
distribucion de Fisher (Ver anexo E).

Debido a que el F calculado es mayor que el F que se lee en tablas, se rechaza la
hipétesis nula y se concluye que, en al menos un tratamiento, la efectividad
interpretada por halo de inhibicion es diferente, lo cual afirma el efecto que tiene el
pH sobre la efectividad de un desinfectante, y a su vez es independiente de la
bacteria que es sometida a la evaluacion.

Una vez establecida la influencia del pH en el desempefio del producto, se analizo
cada tratamiento encontrando que el tratamiento 1 tuvo el mejor efecto bactericida
en ambas cepas, arrojando resultados muy similares al tratamiento 4. En cuanto al
tratamiento 3, su efectividad es baja, debido a que la medida de los halos no fue
muy notoria y no hubo inhibicién del crecimiento en la réplica 3 de E. coli. También
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se puede observar que en el tratamiento 5, la efectividad disminuye notoriamente
al no presentar halos en 3 de los 6 tratamientos.

No obstante, el producto con la efectividad mas baja es el que se encuentra en pH
neutro, que corresponde al tratamiento 2, debido a que no mostro inhibicién en 1
réplica para E. coliy 2 para S. aureus y a su vez, los halos que se formaron no son
muy notorios en cuanto al tamafio (Ver ilustracion 23).

Por otro lado, el blanco no tuvo ningun efecto en el crecimiento de E. coli, sin
embargo hubo una inhibicion en la cepa S. aureus, por lo cual se puede decir que
la mezcla de aditivos sin extracto tiene, de por si, un potencial antimicrobiano. Se
asume que la adicidon de fragancia de canela puede ser la responsable directa de
esta actividad antibacterial en el blanco, debido a que estudios, como el realizado
por UNLU, M., et. al..** concluyen que el aceite esencial de Cinnamomum
zeylanicum Blume (o canela) presenta eficacia contra todas las 21 especies
bacterianas y 4 especies de Candidas que se evaluaron en su estudio.

llustracion 23. Resultado de halos de inhibicién.

Comparando los productos comerciales con las pre-formulaciones, se puede
concluir que el producto comercial 1 es superior en cuanto a su efectividad como
desinfectante; Por otro lado, el producto comercial 2 presenta falencias en su
efectividad y puede ser superado por el tratamiento 1, es decir, la pre-formulaciéon
en pH acido de 4.

4.5.2 Resultado prueba in vivo. Llevando a cabo el método de hisopado descrito
en la seccion 2.6.3, se evaltan las pre-formulaciones con D. granadensis y los
productos comerciales en superficies reales. Se delimita el area de 100 cm? con
marcos de madera autoclavados, en mesones no esterilizado de acero inoxidable
(el cual es uno de los materiales recomendados por la farmacopea), instalados en
laboratorios de: Fitoquimica, Microbiologia e in vitro de la Subdireccion cientifica
del Jardin Botanico de Bogota. Todos los ensayos se llevaron a cabo sin
incidencia directa de luz solar a una temperatura promedio de 18°C. Los
materiales empleados para la prueba fueron previamente esterilizados y los

142 UNLU, M., et. al., Composition, antimicrobial activity and in vitro cytotoxicity of essential oil from Cinnamomum

zeylanicum Blume (Lauraceae). Food and Chemical Toxicology. Vol. 48. No. 11. 2010. p. 3274 — 3280.
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participantes usaron elementos de proteccion con el fin de no alterar los resultados
con microorganismos externos. Se obtienen los resultados de las tablas 29 a la 34.

Tabla 29. Resultados de prueba de superficies para el tratamiento 1.
Tratamiento Antes Después Observaciones

Ausencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Ausencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

1 (pH 4)

Ausencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Tabla 30. Resultados de prueba de superficies para el tratamiento 2.
Tratamiento Antes Después Observaciones

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Ausencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

2(pH7)

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto
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Tabla 31. Resultados de prueba de superficies para el tratamiento 3.

Tratamiento

Antes

Después

Observaciones

3 (pH 10)

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Tabla 32. Resultados de prueba de superficies para la el producto comercial 1

Tratamiento

Antes

Después

Observaciones

4 (Producto
comercial 1)

100

Ausencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto




Tabla 33. Resultados de prueba de superficies para el producto comercial 2.
Tratamiento Antes Después Observaciones

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Ausencia de
bacterias después de
la aplicacion del

o producto

5 (Producto

comercial 2) .‘ |

)

Tabla 34. Resultados de prueba de superficies para el Blanco.
Tratamiento Antes Después Observaciones

Ausencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Blanco

Presencia de
bacterias después de
la aplicacion del
producto

Los resultados que se obtienen en la prueba se muestran de manera cualitativa
(presencia o ausencia de bacterias después de aplicar el producto), debido a que,
por la alta concentracion de microorganismos, no se distinguen las unidades
formadoras de colonias para hacer su respectivo conteo. Paralelo a esto, los
resultados varian en gran medida, esto se debe a que, al ser diferentes
superficies, no se tiene informacion sobre el tipo de materiales que se han puesto
ahi, y por lo tanto, hay superficies mas contaminadas que otras. La razon por la
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cual en varias oportunidades hubo crecimiento después de aplicar el producto fue
que no se realizé una limpieza preliminar al procedimiento empleado, y, segun la
seccion 1.4.3 del marco tedrico, la presencia de agentes externos, interfiere
negativamente en la accion bactericida de los desinfectantes.

Por otro lado, el tipo de bacteria que se siembra en las cajas de Petri, varia de
acuerdo con el tipo de cepas que esté presente. Con el animo de clasificar
algunas de las bacterias presentes en 3 de las superficies evaluadas, se realiza
una tincion de Gram; para hacerlo, se toma una muestra de la bacteria antes y
después de la aplicacién y se fijan en una placa de vidrio. Seguidamente, se
aplican 4 colorantes en el orden que se especifica: Cristal violeta (por 1 minuto),
Lugol (Por otro minuto), alcohol acetona (por 30 segundos) y safranina (por 1
minuto). Entre cada aplicacion de colorantes se debe lavar con agua. Una vez
termina la tincion, se dejan reposar y secar bien las placas como se observa en la
ilustracion 24.

llustracién 24. Placas con la tincion de Gram.
== Y - 3

Una vez secas, se aplica aceite de inmersion y se observan los resultados en un
microscopio marca Carl zeiss No. 982345 baujahr 1996.La ilustracion 25 muestra
las cepas bacterianas en el ensayo del tratamiento 5.
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llustracion 25. Tincion de gram en superficie 1.

Donde:

a) Antes de aplicar el tratamiento 5: se identificaron bacilos gram negativos.
b) Después de aplicar el producto comercial: hubo presencia de bacilos y cocos
gram negativos y bacilos gram positivos.

Este primer resultado es, aparentemente, incoherente. No obstante, se debe tener
en cuenta que las bacterias que se obtienen mediante el método de Tincion de
gram, depende en gran medida de la muestra que se tome. En la caja de Petri del
literal a, se tomd una muestra aleatoria, la cual s6lo mostré presencia de bacilos
gram negativos, sin embargo, al tratarse de un cultivo mixto, lo mas seguro es
que, si se toma otra muestra de la misma caja, se obtenga, ademas de los bacilos
gram negativos, presencia de cocos gram negativos y bacilos gram positivos.

En la ilustracion 26 se observa el resultado de la tincion de gram para las bacterias
presentes en el tratamiento 3.

llustracion 26. Tincion de gram en superficie 2
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Donde:

a) Antes de aplicar el tratamiento 3: Se observan cocos gram positivos.

b) Después de aplicar el producto con pH 10: También se observan cocos gram
positivos.

La ilustracion 27 muestra los resultados con respecto al blanco.

llustracion 27. Tincion de gram en superficie 3.

Donde:

a) Antes de aplicar el blanco: Se evidencian cocos y bacilos gram positivos.
b) Después de aplicar el blanco: Se observa, de igual manera, cocos y bacilos
gram positivos.

Al evidenciar tantas similitudes, antes y después de aplicar los tratamientos, se
puede establecer que ninguno de los productos evaluados, posee una alta
efectividad bactericida en cultivos mixtos, los cuales son comunes de encontrar en
cualquier superficie. Al observar el crecimiento uniforme de las bacterias en las
cajas de Petri, hubo imposibilidad de cuantificar las unidades de colonias
formadas, y por lo tanto, no es posible afirmar de manera concreta cual fue el
tratamiento con los mejores resultados. No obstante, de manera visual, los
tratamientos 1 y 5 fueron aquellos en los que se notd una disminucion de
bacterias, después de aplicar el producto correspondiente.

Para resumir los resultados preliminares, se considera que el tratamiento 1, el cual
corresponde a un pH 4, es el mas adecuado para hacer la formulacion definitiva,
no solo porque mantiene una mejor apariencia en sus caracteristicas
organolépticas que los otros tratamientos, también presenta una estabilidad en su
pH lo suficientemente buena (aunque no la mejor) y es el tratamiento con los
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resultados mas efectivos en cuanto a la actividad antibacteriana, segun las
pruebas in vitro e in vivo.

4.6 PROPUESTA DE DISENO DEL PROCESO A NIVEL PILOTO

Una vez se selecciona el tratamiento 1 para la formulacién de Driminator, es
importante tomar como base los lineamientos descritos en el proceso de
acondicionamiento y de manufactura a nivel laboratorio, para plantear una
alternativa de produccion a una mayor escala, en este caso, a nivel planta piloto.
Esta propuesta se da inicio con la descripcion del producto: presentacion,
contenido neto y caracteristicas principales. Posteriormente se proponen las
operaciones unitarias y finalmente se establecen los procesos especificos en un
diagrama PFD.

4.6.1. Descripcion del producto. Driminator tiene una presentacion de envasado
en un recipiente de polietileno de alta densidad con capacidad de 500 ml (ver
ilustracion 28), que viene junto a su respectiva tapa de color verde y un tapon de
plastico para evitar que se derrame el liquido por los lados. El contenido neto es
de 450 ml, el cual contiene la formulacion especificada en la grafica 7 con sus
respectivos porcentajes.

Con respecto al rotulado y etiquetado, la etiqueta del producto muestra colores
verdes llamativos, lo cual se relaciona con el hecho de su origen natural y su
esencia a canela como se observa en la ilustracion 29. Al ser un producto
perteneciente al sector de aseo y limpieza debe cumplir con la norma técnica
colombiana NTC 5465 para el rotulado o etiquetado'*®. Como requisitos generales
la siguiente informacién debe estar claramente legible y visible:

Nombre especificado

Nombre o razén social del fabricante

Pais de origen

Contenido neto (en volumen)

Numero de lote

NUmero de registro sanitario

Composicion basica cualitativa

Instrucciones de uso, precauciones y advertencias.'*

ii NTC 5465 requisitos para el rotulado o etiquetado de productos de aseo y limpieza. Seccién 4. 2 p.
Ibid., 2p.

105



Grafica 10. Formulacion final de Driminator.
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llustraciéon 28. Recipiente para empacar
el producto

llustracién 29. Etiqueta del producto terminado.
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Las caracteristicas principales de Driminator se pueden observar en la tabla 35.

Tabla 35. Caracteristicas principales del producto terminado.
Caracteristicas

Olor Canela
Color Verde lima
Densidad 1,055 g/ml
pH 4
Miscibilible en agua Si

4.6.2. Diagrama de blogues BFD. De acuerdo con los pasos que se realizan a
nivel laboratorio, la propuesta de disefio se fundamenta en seguir la misma
dindmica, empezando por el acondicionamiento de la materia prima (en este caso
el extracto vegetal crudo de D. granadensis) hasta obtener la mezcla de la
formulacion, empacada y etiquetada. El diagrama basico de bloques se puede
observar mediante la figura 18.

Figura 18. Diagrama de bloques de proceso.
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Inicialmente, se tiene la recepcion del material vegetal, el cual corresponde a las
hojas recolectadas; al comenzar el proceso, se lleva a cabo una etapa de
acondicionamiento de la materia prima, en la cual se elimina la humedad de las
hojas por secado, y en seguida, una reduccion de tamafio de las hojas; una vez se
tiene preparado el material vegetal se procede a la etapa de maceracion y
extraccion, utilizando etanol 96% como solvente, teniendo en cuenta que es
importante hacer recirculacion del etanol, para recuperar el solvente durante el
proceso; para asegurar que el extracto esté seco, se adiciona una etapa de
extraccion, donde se remueven las trazas de etanol que queden. La quinta
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operacion es un fraccionamiento del extracto crudo obtenido, por medio de
extracciones sucesivas con solventes de polaridad creciente, hasta la obtencion
de la fraccion de acetona, la cual hace parte de las materias primas alimentadas
en el proceso de mezclado, donde se agregan los aditivos presentes en la
formulacion hasta la completa homogenizacion, obteniéndose finalmente el
desinfectante en estado liquido, el cual pasaréd la etapa final de manufactura
donde se realiza el envasado y etiquetado del producto terminado.

4.6.3 Diagrama de proceso PFD. Teniendo en cuenta las operaciones unitarias
propuestas en el diagrama de blogues BFD, se plantea el diagrama de proceso
PFD a escala piloto como se observa en la figura 19. A su vez, se toman en
cuenta las siguientes consideraciones en el balance de masa:

e Produccion de Driminator: 200 L/mes.

e La recuperacion de etanol es del 94,6% y de acetona un 76,3%. Con base en
las volatilidades, se estima que se recupera un 80% de hexano y un 90% de
cloroformo **°.

e Se usa el 10% de hexano sobre la cantidad (en volumen) de etanol total
requerido, en el fraccionamiento. La fraccion remanente queda con trazas de
este solvente, las cuales a medida que avanza el proceso, se pierden por
evaporacion.

e Se usa el 30% de cloroformo sobre la cantidad (en volumen) de etanol total
requerido, en el fraccionamiento. La fraccién remanente queda con trazas de
este solvente, las cuales a medida que avanza el proceso, se pierden por
evaporacion.

e Se usa el 20% de acetona sobre la cantidad (en volumen) de etanol total
requerido, en el fraccionamiento. El producto final queda con trazas de
solvente, sin embargo, para efectos de calculos, se asume un 0%, debido a
que, por su alta volatiidad, se evapora el remanente luego de su
fraccionamiento.

e Humedad de las hojas: 50.24%. Se elimina el 99% del agua en las hojas.

e Las pérdidas se deben a partes del extracto que quedan adheridas a las
paredes de tanques y paletas de agitacion.

145 DIRSCHERL, J., Ecology Squared. Solvent Recovery without coolant. En linea.

http://www.vacuubrand.com/context/recent_papers/2009 01 EN_Peltronic_cpp.pdf
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Figura 19. Diagrama PFD del proceso
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4.6.3.1 Balances de materia. Se determina el balance de materia por cada lote,
en cada uno de los equipos propuestos. Asumiendo que la produccion mensual es
de 200 L y se tienen 4 tanques de maceracion diferentes. En el balance se
muestra la cantidad mensual total en las operaciones de acondicionamiento de la
materia prima (Secado y trituracion), y seguidamente, muestra los calculos hechos
por cada lote.

Horno de secado: Al momento de recibir las hojas humedas de D. granadensis,
es necesario contar con un horno de secado (figura 20), el cual pueda remover el
agua presente en el material vegetal, antes de pasar a la etapa de trituracion,
como lo muestra la tabla 36.

Figura 20. Balance por equipo: Horno de secado.

Tabla 36. Balance de masa en el horno

Componentes (kg mensual)

Corriente Hoja sin extracto  Agua Hoja seca Extracto Total
1 80.13 104.13 25 209.26
2 104.13 104.13
3 80.13 25 105.13

Molino Pulverizador: Se alimenta con hojas secas y se saca la misma cantidad
de hojas secas, con un menor tamafio como se observa en la tabla 37. (Ver figura
21)

Figura 21. Balance por equipo: Molino pulverizador.
3
— 4

Tabla 37. Balance de masa en el molino.
Componentes (kg mensual)

Corriente Hoja seca Extracto Total
3 80.13 25 105.13
4 80.13 25 105.13

Tanques de maceracion: Esta etapa es el cuello de botella del proceso. Esta
representada en el diagrama como un solo equipo (ver figura 22), sin embargo,
con la cantidad de producto obtenida al mes, y teniendo en cuenta el largo tiempo
gue consume esta operacion, se propuso colocar a funcionar 4 tanques de estos,
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cada dos dias; de esta forma, se le da un mayor porcentaje de uso al equipo de
mezclado principal que se vera mas adelante. (Ver tabla 38)

Figura 22. Balance por equipo: Tanque de maceracion.
F 9
I—
4 —» —> 6
s

Tabla 38. Balance de masa en el tanque de maceracion
Componentes (kg por lote)

Corriente - Total
Hoja seca Extracto Etanol
4 20.03 6.25 0 26.28
5 0 0 11.198 11.198
6 20.03 6.25 207.37 233.65
9 0 0 196.17 196.17

Filtro de solidos: Se propone emplear un filtro de prensa para este punto (ver
figura 23), debido a que, por su alta presion ejercida, el material sélido sale del
proceso con un porcentaje inferior al 1% de humedad como se aprecia en el

balance de la tabla 39.
Figura 23. Balance por equipo: Filtro de sélidos.

Tabla 39. Balance de masa en el filtro de prensa.
Componentes (kg por lote)

Corriente - Total
Hoja seca Extracto Etanol
6 20,033 6,25 207,37 233,653
7 20,033 0 2,074 22,107
8 0 6,25 205 211,550

Rotaevaporador: La mezcla liquida etanol-extracto pasa por un proceso de
destilacion mediante este equipo (ver figura 24), a una temperatura de 40°C a
presion de 500 mmHg, en el cual se recupera parte del etanol a recircular como lo
muestra el balance de la tabla 40.
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Figura 24. Balance por equipo: Rotaevaporador.
Pérdidas por
evaporacion

T 10
l_:_a

Tabla 40. Balance de masa en el rotaevaporador
Componentes (kg por lote)

Corriente Hoja seca  Extracto Etanol Total
8 0 6,25 205,3 211,55
9 0 0 194,210 194,21
10 0 6,25 11,086 17,336

Secador: Se desea emplear un secador batch de correa con flujo de aire caliente
como se muestra en la figura 25, suministrado por la parte inferior y superior, para
lograr un proceso de secado eficaz y uniforme. (Ver tabla 41)

Figura 25. Balance por equipo: Secador.
11

10 12

Tabla 41. Balance de masa en el secador.
Componentes (kg por lote)

Corriente - Total
Hoja seca Extracto Etanol

10 0 6,25 11,086 17,336

11 0 0 10,975 10,975

12 0 6,25 0,111 6,3609

Operaciéon de fraccionamiento: Aunque en el diagrama se especifigue como 3
tanques (figuras 26, 27 y 28; tablas 42, 43 y 44), 3 filtros (figuras 29, 30 y 31;
tablas 45, 46 y 47) y 3 rotaevaporadores diferentes (figuras 32, 33 y 34; tablas 48,
49 y 50), todo el procedimiento hace referencia a un solo tanque, en el cual, se
hace una mezcla del solvente respectivo, a una temperatura de 40°C, para facilitar
la separaciéon de las moléculas; un filtro de bolsa, el cual servira para separar de
manera manual y rapida, las fracciones de hexano, cloroformo y la mas polar; y
finalmente, un rotaevaporador (distinto al del extracto total), donde se concentran
los subproductos obtenidos y se recupera parte de los solventes.

112



Hexano:
Tanque de fraccionamiento.

Figura 26. Balance por equipo: Tanque de fraccionamiento (hexano).
15

12 T-102
13
Tabla 42. Balance de masa en el tanque de fraccionamiento de hexano.
Componentes (kg por lote
Corriente P (kg p ) Total
Extracto Etanol Hexano
12 6,25 0,1109 0 6,3609
13 6,25 0,1109 17,215 23,5759
15 0 0 13,497 13,497

Filtro de bolsa.

Figura 27. Balance por equipo: Filtro de bolsa (hexano).
13

) —’ 14
18
Tabla 43. Balance de masa en el filtro de prensa (hexano).
C k I
Corriente omponentes (kg por lote) — Total
Extracto Etanol Hexano Fraccién hexano
13 6,25 0,1109 17,215 0 23,5759
14 0 0,1109 16,871 0,7756 17,7575
18 5,474 0 0,3443 0 5,8183
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Rotaevaporador.

Figura 28. Balance por equipo: Rotaevaporador (hexano).
Pérdidas por
evaporacion
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Tabla 44. Balance de masa en el rotaevaporador (hexano)

Componentes (kg por lote)

Corriente — Total
Extracto Etanol Hexano Fraccién hexano
14 0 0,1109 16,871 0,7756 17,7575
15 0 0 13,497 0 13,497
17 0 0,1109 3,3742 0,7756 4,2607
Cloroformo:
Tanque de fraccionamiento.
Figura 29. Balance por equipo: Tanque de fraccionamiento (cloroformo).
22
18 T-102
19
Tabla 45. Balance de masa en el tanque de fraccionamiento de cloroformo.
k I
Corriente Componentes (kg por lote) Total
Extracto Hexano Cloroformo
18 5,4744 0,3443 0 5,8187
19 5,4744 0,3443 117,48 123,2987
22 0 0 13,863 13,863
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Filtro de bolsa.

Figura 30. Balance por equipo: Filtro de bolsa (cloroformo).
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Tabla 46. Balance de masa en el filtro de prensa (cloroformo).
Componentes (kg por lote)

Corriente

Total
Extracto Hexano Cloroformo  Fraccion cloroformo ota
19 5,4744 0,3443 117,48 0 123,2987
20 0 0,2066 115,13 2,8694 118,206
24 2,605 0,1377 2,3497 0 5,0924
Rotaevaporador.
Figura 31. Balance por equipo: Rotaevaporador (cloroformo).
Pérdidas por
evaporacion
o l—b 23
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Tabla 47. Balance de masa en el rotaevaporador (cloroformo).
k I
Corriente Componentes (kg por lote) _ Total
Extracto Hexano Cloroformo Fraccion cloroformo
20 0 0,2066 115,13 2,8694 118,206
21 0 0 103,62 0 103,62
23 0 0,2066 11,513 2,8694 14,589
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Acetona:
Tanque de fraccionamiento.

Figura 32. Balance por equipo: Tanque de fraccionamiento (acetona).
25

24 T-102
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Tabla 48. Balance de masa en el tanque de fraccionamiento de acetona.
Componentes (kg por lote)

Corriente Total
I Extracto Hexano Cloroformo Acetona
24 2,605 0,1377 2,3497 0 5,0924
25 2,605 0,1377 2,3497 41,579 46,6714
29 0 0 0 10,489 10,489
Filtro de bolsa.
Figura 33. Balance por equipo: Filtro de bolsa (acetona).
25
i
P —p 27
26
Tabla 49. Balance de masa en el filtro de prensa (Acetona).
_ Componentes (kg por lote)
Corriente i acto Hexano Cloroformo Acetona Pérdidas ';rcaectg'r?g Total
25 2,605 0,1377 2,3497 41,579 0 0 46,6714
26 0 0,0138 0,7049 0,8316 11,3544 0 2,9047
27 0 0,1239 1,6448 40,747 0 1,2506 43,7663
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Rotaevaporador.

Figura 34. Balance por equipo: Rotaevaporador (acetona).
Pérdidas por
evaporacion
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Tabla 50. Balance de masa en el rotaevaporador (acetona).
Componentes (kg por lote)

Corriente — Total
Hexano Cloroformo Acetona Fraccion acetona
27 0,1239 1,6448 40,747 1,2506 43,7663
28 0 0 31,09 0 31,09
30 0,1239 1,6448 9,6572 1,2506 12,6765

Secador: Se utiliza el mismo tipo de secador para la primera fase, debido a que la
fraccibn de acetona tiene una alta viscosidad, por lo cual resulta dificil de
maniobrar.

Figura 35. Balance por equipo: Secador de la fraccion.
H

30 32

Tabla 51. Balance de masa en el secador (fraccion)
Componentes (kg por lote)

Corriente — Total
Hexano Cloroformo Acetona Fraccion acetona
30 0,1239 1,6448 9,6572 1,2506 12,6765
31 0,1239 1,6448 9,6572 0 11,4259
32 0 0 0 1,2506 1,2506

Tanque de mezclado PG-Fraccion acetona: Previo a la mezcla principal, es
recomendable mezclar el propilenglicol con la fraccion de acetona durante 2 horas,
debido a que el PG ayuda a que la fraccion fluya con mas facilidad y, a su vez,
aumenta su solubilidad en el resto de la mezcla por su caracter anfifilico.
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Figura 36. Balance por equipo: Tanque pre-mezclado.
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Tabla 52. Balance de masa en el tanque pre-mezclado.
Componentes (kg por lote)

Corriente — : : Total
Fraccion acetona Propilenglicol
32 1,2506 0 1,2506
33 0 10,4 10,4
34 1,2506 10,4 11,6506

Tanque de mezclado principal y tanque de almacenamiento auxiliar:
Simultaneamente con la mezcla PG-Fraccion de acetona, se sugiere mezclar
EDTA + AGUA en el tanque principal durante 2 horas. Posteriormente, almacenar
esta solucion en un tanque de plastico, mientras la mezcla PG-Fraccion de
acetona se transfiere al tanque principal, para mezclarse con el resto de los
aditivos durante 2 horas. Pasado este tiempo, se retorna el EDTA+AGUA al
tanque principal para mezclar todos los aditivos y obtener el producto deseado.

Figura 37. Balance por equipo: Tanque mezclado principal
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Tabla 53. Balance de masa en el tanque de mezcla principal.

Componente Corriente
(kg por lote) 34 35 37 38 39 40 41 42 43 44
Fraccion acetona 1,2506 0 0 0 0 0 0 0 0 1,2506
Propilenglicol 10,4 0 0 0 0 0 0 0 0 10,4
Agua 0 0 39,35 39,35 39,35 0 0 0 0 39,35
EDTA 0 0,5 0 0,5 0,5 0 0 0 0 0,5
Colorante 0 0 0 0 0 0 0 0,025 0 0,025
Fragancia 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0263 0,0263
Texapon 0 0 0 0 0 0,525 0 0 0 0,525
Alcalinizante 0 0 0 0 0 0 0,1413 0 0 0,1413
Total (kg) 11,6506 0,5 39,35 39,85 39,85 0,525 0,1413 0,025 0,0263 52,2182

En total, se obtiene 52.2182 kg de producto total terminado, teniendo en cuenta
gue su densidad es de 1.055 kg/L, se obtiene un total de 49.495 L por cada lote,
coincidiendo con la proyeccion de 50 L por lote que se tenia prevista. En los
ANEXOS G se puede observar la tabla completa del balance de materia.

Balance global: Teniendo en cuenta las cantidades empleadas por lote en cada
uno de los equipos, se plantea el balance global del proceso (Ver figura 38), sin
tener en cuenta las corrientes y procesos intermedios. La tabla 54 muestra los

resultados.

Figura 38. Balance global de proceso.
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Tabla 54. Balance global del proceso.

Componente Corriente

(kg por lote) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Hojas (sin 200 0 200 0 O O O O O O O 0 0
extracto)

Extracto 63 0 0 O 0 0O O O 0 0 oO 0 0
Agua 260 394 260 0O O O O O O O O 0 0
Fraccion 0 0 0O 078 0 0 0O O O O O 0 0
hexano

Fraccion 0 0 0 0 29 0 0 0 O O O 0 0
cloroformo

Fraccion 0 0 0 O 014 0 0O 0 O O 0 0
metanol

PG 0 0 0 0O O O O 104 0 0 O 0 0
EDTA 0 0 0 0O 0O 005 O 0 O O 0 0
LSS 0 0 0 0O 0 0O O 0O 05 0 O 0 0
TEA 0 0 0 O 0 0O O O 001 O 0 0
Colorante 0 0 0 0O 0 0 O O O 0 003 0 0
Fragancia 0 0 0 0 0O O O 0 0O O 0 0,03 0
Producto 0 0 0 O 0 0O O O 0 0 oO 0 5272
terminado

Total 523 39,4 46,1 08 29 14 05 104 05 0,1 0,03 0,03 52,2

4.6.3.2 Tiempos de operacion. Si se desea producir 200 L mensuales, se debe
tener en cuenta que el modo de trabajo se conforma por 1 turno diurno de 48
horas semanales de lunes a sabado. Siendo asi, se organizan los modos de
trabajo por lote mediante la figura 39. Cada cuadro en el diagrama representa un
dia laboral. Dependiendo de la duracion (en horas) de cada una de las actividades
0 procesos, se organiza la secuencia para cada dia. Los tiempos de cada proceso
individual se planean de la siguiente manera:

Inicio: Recepcion de hojas de Drimys granadensis.

Secado: 24 horas.

Trituracion: 2 horas.

Maceracion: 8 dias (incluyendo domingos).

Filtracién y evaporacién de solvente (rotaevaporador): 8 horas
Disminucion de trazas de etanol por secado: 24 horas
Agitacién y filtracion de hexano: 1 hora

Recuperacion de hexano: 2 horas

Agitacién y filtracion de cloroformo: 3 horas

Recuperacion de cloroformo: 3 horas

Agitacién y filtracion acetona: 2 horas

Recuperacion de acetona: 1 hora

Eliminacién de trazas de solvente: 20 horas

Mezcla PG con fraccion acetona: 2 horas

Mezcla EDTA con agua: 2 horas (simultineo con la mezcla PG + Fraccion
acetona)
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Almacenamiento EDTA + Agua en tanque auxiliar: 2 horas

Mezcla PG, fraccion de acetona, colorante, fragancia: 2 horas (simultdneo con
el almacenamiento de EDTA + Agua)

Mezcla todos los aditivos: 3 horas

Proceso de envasado y etiquetado: 1 hora.

Figura 39. Tiempos de cada operacion por lote.

PERIODOS
PLAN PLAN REAL REAL PORCENTAJE 1semana 25emanas 3semanas 4semanas
PROCESO INICIO  DURACIGN 'NICIO DURACION  COMPLETADO
1 2 3 45 6|7 8 9 10 1112|1314 15 16 17 18|19 20 21 22 23 24
Secado 1 1 1 1 100% .
Molienda 2 1 2 1 100% .
Maceracion 2 7 2 7 100% —. [ ] ]
Filtracion 9 1 9 1 100% | ||
Concentracién 9 1 9 1 100% [ | N | [
Eliminacion de trazas 10 1 10 1 100% - ]_'_
Agitacion y filtracion hexano 11 1 11 1 100% . I‘ i
Recuperacion hexano 11 1 11 1 100% . |
Agitacion y filtracién CHsCl 11 1 1 1 100% B ] g
Recuperacion CHsCl 11 1 1 1 100% [ | | E_* i
Agitacion y filtracion acetona 2 12 100% || || ||
Recuperacion acetona 2 12 100% L | [ |
Eliminacion de trazas (solventes) 12 12 100% L LI
Mezclado PG + Extracto 13 13 100% ]
Mezclado EDTA + Agua 3 13 100% |
Almacenamiento EDTA + Agua 13 13 100% ||
Mezcla PG, Fraccion y demas 13 13 100% o
Mezclado Todo 13 13 100% ||
Evasado y etiquetado 13 13 100%

Limpieza y desinfeccion de

: 100% I U
equipos 14 1 14 1

Como se aprecia en la figura 39, el proceso con la mayor duracién corresponde al
de maceracion, el cual ocupa un tiempo de 7 dias laborales (8 si se incluye el
domingo) en total, por esta razén se propone adquirir 4 tanques de estos, debido a
que si se carga el horno de secado el primer dia de cada mes, se tendria el primer
lote de Driminator en el dia 13, sin embargo, de ahi en adelante, se obtiene
producto cada dos dias, lo cual significa un incremento del 13 % en el porcentaje
de uso del equipo principal.

De manera general, el proceso requiere altas cantidades de materia prima, debido
a la alta humedad con que se recibe las hojas y a que el proceso de extraccion (el
cual fue extrapolado desde nivel laboratorio) tiene un bajo rendimiento (23.78%). A
Su vez, es necesaria una cantidad considerable de solventes, los cuales no
pueden ser recuperados en su totalidad y causan que el proceso se vuelva
dispendioso, al no poder darle un valor agregado a los subproductos obtenidos en
el fraccionamiento.

Acorde con lo anterior, el siguiente paso es determinar la viabilidad financiera de
esta propuesta.
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5. COSTOS

El proyecto se basa en un flujo de caja experimental de tres meses, donde se
asume una demanda de mercado de 200 litros vendidos al mes, para
consumidores del sector doméstico en la ciudad de Bogota.

LOCALIZACION: Para los temas de macro localizacion se propuso que la planta
piloto este los mas cerca posible del lugar de colecta de la especie, es decir el
centro de la ciudad hacia los cerros orientales, sin embargo por tratarse del eje
ambiental de la ciudad de Bogota, es dificil la ubicacion en esta zona, por tal
motivo se propusieron las localidades de los martires o Santafé, lo cual disminuye
los costos asociados a esta materia prima, como lo expone Cérdoba’*® este lugar
estd determinado con el fin de lograr la maxima utilidad o el minimo costo. De
igual forma no puede estar muy alejado del mercado de los consumidores
potenciales. El espacio rodeado en la figura 40 seria la zona mas pertinente de
ubicacion.

Figura 40. Area de macro localizacién de la planta piloto.

1B

Bogota

Fuente: Imagen de Google Maps™*’

TAMANO: Siendo congruentes con el criterio tomado de manejar los equipos mas
pequefios a nivel industrial para el desarrollo de la propuesta a escala piloto, se
limita directamente el tamafio de la produccion, es decir se asume una demanda
constante de 444 unidades vendidas al mes, para los tres periodos de evolucion.

TECNOLOGIA: Generalmente viene dada por el tamafio o demanda del producto,
al tratarse de un volumen de produccién bajo no es necesario contar con alta
automatizacion, por el contrario por el modo en que se desarrolla el proceso es
necesario de personal, especificamente un ingeniero quimico que lidere la
produccion y un operario, que se encargara tanto de las etapas de alistamiento

146 CORDOBA, Marcial. Formulacién y evaluacién de proyectos. Ecoe ediciones. 2da edicién. Bogota. 2011.

147 “Google  Maps”, Mapa de Bogota., En linea. [Consultado: 20 de mayo de 2017]
<https://www.google.com.co/maps/place/Bogot%C3%A1/@4.6289191,-
74.4061285,10.25z/data=!4m5!3m4!1s0x8e3f9bfd2da6ch29:0x239d635520a33914!8m2!3d4.7109886!4d-74.072092 >
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del extracto, como del proceso de produccion del desinfectante. Anexo a esto
surge la necesidad de una capacitacién para el correcto manejo del proceso en
general por parte de los operarios.

5.1 EVALUACION FINANCIERA

La evaluacion financiera se pretende desarrollar en dos escenarios, el primer
escenario donde la inversion del proyecto se realiza con recursos propios de los
duefios, donde el flujo de capital es aportada por los mismos, y un segundo
escenario con una financiacion por parte de una entidad externa que aportara la
mitad del capital para la inversion inicial.

Para esta evaluacion del proyecto se deben tener en cuenta factores claves como
los son la TIO, el impuesto de renta, las depreciaciones y finalmente tasa de
interés para el segundo escenario.

La TIO es una tasa que se entiende como el interés promedio ponderado por el
uso del dinero proveniente de las diferentes fuentes de financiamiento'*?, es decir
es la rentabilidad minima aceptable que esperan los duefios del proyecto, ademas
de reflejar el costo de oportunidad debe reflejar el riesgo asociado al proyecto®*,

por lo tanto debe tener dos componentes:

¢ Rentabilidad sin riesgo
e Retribucidén por el riesgo que se corre en el proyecto

El primer componente, como su nhombre lo indica, es una tasa que no representa
ningun riesgo para los inversionistas™°, algunos ejemplos de estas son las tasas
en un fondo de inversién, o los titulos de tesoreria que ofrece el gobierno, para la
presente evaluacion se fij6 15 % como tasa libre de riesgo pues es un rendimiento
gue ofrecen algunos fondos de inversion. En cuanto al segundo componente,
como el proyecto trata de un producto nuevo debe contar con un componente que
le involucre el riesgo que se corre en su ejecucion, por consiguiente se toma un
margen de 10 % atribuido a esta incertidumbre.

Teniendo en cuenta estos dos componentes la TIO manejada para el presente
proyecto sera del 25% efectiva anual.

El impuesto de renta es un impuesto que tiene cobertura en todo el pais y para su
cuantificacion se requiere establecer la utilidad generada por el desarrollo de

148 HERNANDEZ, 2001, citado por ROJAS, Miguel. Evaluacion de Proyectos para Ingenieros. Bogota: Ecoe ediciones,

2015. Seccioén 4.
149 Ibid., seccion4.

150 Superintendencia Financiera de Colombia. Tasa libre de Riesgo. En linea [Consultado: 27 de mayo de 2017]
< https://www.superfinanciera.gov.co/jsp/loader.jsf?IServicio=Glosario& Tipo=user&|Funcion=main&letra=T >
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actividades durante un afio’. El articulo 240 del estatuto tributario nacional,
establece que la tarifa general del impuesto sobre la renta serd del 34% para el
afio gravable 2017'%2. Por lo tanto se tomara esta tasa para calcular los impuestos
en el proyecto.

Debido a que el estudio experimental esta planteado sobre un horizonte de
evaluacion en periodos mensuales es necesario convertir la TIO efectiva anual a
una tasa de interés periddica vencida por la ecuacion 5.

Ecuacién 5. Conversion de tasa EA — PV.
1
IPV =[(1+EA)1z — 1]
Obteniendo una tasa de oportunidad de 1.88 % mensual.

En cuanto a la depreciacion, entendiéndose esta como el mecanismo mediante el
cual se reconoce el desgaste y pérdida de valor que sufre un bien o un activo por
el uso que se haga de éI'*3, se plantea calcular Ginicamente el desgaste que sufren
los equipos en el proceso por el método de linea recta.

La vida util propuesta es de 10 afios para todos los equipos, sabiendo que el
horizonte de evaluacién es de tres meses, se calcula la depreciacion para cada
periodo por la ecuacion 6.

Ecuacion 6. Depreciacion en linea recta.

Valor del activo

Vida util (meses)
COSTOS DE PRODUCCION EXPERIMENTAL

Se planea hacer volumen de produccion mensual de 200 Litros que equivalen a
444 unidades producidas en el mes. El plan de produccion sera de la siguiente
manera: se tendrda el primer lote de produccion a los 13 dias de iniciado el proceso
de acondicionamiento del ingrediente activo, luego de esto se tendra produccion
cada tercer dia, para un total de 4 corridas de produccién al mes, los 3 dias
restantes seran de limpieza y desinfeccion de equipos.

151 DIAN. Actualizado 24 de enero de 2016. Generalidades sobre el impuesto sobre la renta y complementarios, ventas,
timbre. En linea [Consultado: 27 de mayo de 2017]
< http://www.dian.gov.co/DIAN/12SobreD.nsf/pages/Impuestosinternos#2 >

ACTUALICESE. Publicado el 10 de enero de 2017. Tarifas del impuesto sobre la renta fueron modificadas por la
reforma tributaria. En linea [Consultado: 27 de mayo de 2017] < http://actualicese.com/actualidad/2017/01/10/tarifas-del-
impuesto-sobre-la-renta-fueron-modificadas-por-la-reforma-tributaria/ >
153 Gerencie. Publicado el 14 de marzo de 2017. Depreciacién de activos. En linea [Consultado: 27 de mayo de 2017] <
https://www.gerencie.com/depreciacion.html| >
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Los costos de produccion se dividen en dos grupos principalmente, costos fijos y

costos variables, los cuales

COSTOS VARIABLES

e Materia prima

e Insumos

e Mano de obra directa
e Envasesy etiquetas

se

presentan a continuacién

COSTOS FIJOS
e Depreciacién
e Impuestos

e Financiacion

Para el costo de materias primas se desarrollé una cotizacion en la empresa Lega
Quimicos, la cantidad requerida de cada compuesto junto con su costo para una
produccion mensual se presenta en la tabla 55. En cuanto el extracto se calcul6 el
costo teniendo en cuenta precios de plantas medicinales similares a D.
granadensis, ademas de esto el costo del agua se calcul6 mediante las tarifas del
acueducto de Bogota para el afio 2017.*>*

Tabla 55. Costo mensual de materias primas.

Materias Primas Porcentaje Cantidad requerida Costo

Extracto 2,5% 5,0 kg $ 180.000
EDTA 1,00% 2,0 kg $ 26.400
Propilenglicol 20,00% 40,0 L $ 360.000
Lauril Sulfato de sodio 1,00% 20L $ 40.000
Trietanolamina 0,25% 05L $ 7.300
Fragancia de canela 0,05% 0,100 L $ 5.073
Colorante verde limén 0,05% 0,100 kg $ 7.200
Agua 78,70% 157,4 L $ 8.314
TOTAL 100,00% $ 634.287

En el proceso de obtencidn del extracto es necesario de algunos solventes que
son tenidos en cuenta como insumos en el proceso, la cantidad requerida para
una produccion mensual junto con su costo se relacionan en la tabla 56.

Tabla 56. Costo mensual de insumos.

Insumo Cantidad requerida Costo

Etanol 305,4 L $ 2.443.200
Hexano 43,31 L $ 2.477.332
Cloroformo 106,76 L $ 9.821.920
Acetona 92,35 L $ 3.509.300
TOTAL $ 18.251.752

154

Tarifas 2017.
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En cuanto a los costos de mano de obra directa, segun la estructura propuesta,
para un ingeniero quimico se tomo el salario base de un recién graduado segun un
articulo de la revista Semana,* y un operario devengando un salario minimo legal
vigente, costos presentados en la tabla 57.

Tabla 57. Costos mensuales de mano de obra.

Mano de obra Salario/persona Salario Integral
Ingeniero quimico $1.664.788 $2.037.701
Operario $ 737.717 $ 902.966
TOTAL $ 2.940.666

El producto terminado esta contenido dentro de un envase primario de 500 mL de
polietileno de alta densidad y una etiqueta con la informacién respectiva en cuanto
a nombre del producto, contenido neto en volumen, composicion basica y lote de
produccién. El costo del embalaje anteriormente descrito tiene un costo de
$80.000 COP mensuales, costo indicado por la tabla 58.

Tabla 58. Costos mensuales de embalaje.

Embalaje Precio unitario  Cantidad Precio

Envase 300 444 $ 133.200
Etiqueta 100 444 $ 44.400
Tapo6n de seguridad 20 444 $ 8.880
TOTAL $186.480

COSTOS FIIOS

Como costos fijos se fijaron la depreciacion mensual calculada para los equipos, el
impuesto de renta gravable para el 2017 y la financiacion por parte de una entidad
externa.

INVERSION

Basados en la propuesta de disefio de proceso que se plantea en el diagrama
PFD (ver figura 19), se desarrollaron cotizaciones para cada una de las unidades
de proceso manejando volimenes acordes a la produccion, el costo para cada
equipo se especifica en la tabla 59.

155(;Cuémto ganan los recién graduados? En: Revista Semana [ en linea ]( 3 de abril de 2017) disponible en <
http://www.semana.com/educacion/articulo/salario-de-un-recien-egresado/517340>
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Tabla 59. Costos de inversion (equipos).
Equipos Precio Unitario Cantidad Precio

Horno de secado $ 3.000.000 1 $ 3.000.000
Molino pulverizador $ 2.000.000 1 $ 2.000.000
Tanque maceracion $ 600.000 4 $ 2.400.000
Filtro Prensa $ 9.260.000 1 $ 9.260.000
Filtro de bolsa $  875.000 1 $  875.000
Rotaevaporador industrial $ 35.000.000 2 $ 70.000.000
Secador $ 26.046.000 1 $ 1.364.600
Tanque de fraccionamiento 1 $ 14.470.000 1 $ 14.470.000
Tanque de fraccionamiento 2 $ 23.152.000 1 $ 23.152.000
Tanque mezclador $ 17.436.350 2 $ 34.872.700
Tanque auxiliar $ 50.000 1 $ 50.000
Filtros de agua $ 1.000.000 1 $ 1.000.000
TOTAL $187.125.700

Como resultado de estos datos se tiene una inversion de $ 187.125.700 COP,
también cabe aclarar que se propuso un valor de salvamento para todos los
equipos de $ 182.000.000 COP al finalizar el periodo de evaluacion, generando el
flujo de fondos para cada uno de los 3 meses (ver tabla 60).

Tabla 60. Flujo general de fondos (pesos colombianos).

Meses 0 1 2 3
Ingresos, ventas 6.000.000 6.000.000 6.000.000
Costos de produccion 21.436.798 21.436.798 21.436.798
Depreciacion 1.353.703  1.353.703 1.353.703
Costo de inversion 162.444.300 158.000.000

Con base en esta tabla se pasa a calcular el VPN, en base al flujo proyectado en
la tabla 63 y manejando una TIO y un impuesto de renta de 1,88 y 34 %
respectivamente.
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Tabla 61. Flujo de caja libre proyectado (pesos colombianos).

0 1 2 3

Ingresos, ventas 6.660.000 6.660.000 6.660.000
Costos de -22.013.185 -22.013.185 -22.013.185
produccién
Depreciacion -1.559.381 -1.559.381  -1.559.381
UTILIDAD -16.912.566 -16.912.566 -16.912.566
GRAVABLE
Impuestos (34 %) 5.750.272 5.750.272 5.750.272
UTILIDAD NETA -11.162.294 -11.162.294 -11.162.294
Depreciacién 1.559.381 1.559.381 1.559.381
FLUJO -9.602.913 -9.602.913  -9.602.913
OPERACIONAL
Flujo de inversién

Maquinas y -187.125.700 182.000.000
equipos
E:‘Bué]é) DE CAJA -187.125.700 -9.602.913  -9.602.913 172.397.087

El VPN se calcula tomando los valores del flujo de caja libre de la tabla,
reemplazando la TIO y la inversion inicial mediante la ecuacion 7.

Ecuacién 7. Valor presente neto VPN.

FC, FC, FC,

VPN = —I L n
otaror T aroz T T aron

La TIR se calcula por medio de la misma ecuacion pero igualando el VPN 0,
donde lo que se quiere saber es la tasa de interés que logre este objetivo (ver
tabla 62).

Ecuacién 8. Tasa interna de retorno TIR.

Fc, FC, FC,

0= —1I e ——
otaxr T axor T taror

Tabla 62. Resumen de evaluacion del proyecto.

_ Sum_a Ingresos netos de caja VPN TIR
invertida 1 mes 2 mes 3 mes
-187.125.700 -9.602.913 -9.602.913 172.397.087 -42.774.842 -6,10%

El valor presente calculado es de $ -42.774.842 millones, es decir un VPN menor
a cero lo cual indica que no es viable la realizacion del proyecto, pues generara
perdidas a los inversionistas, de igual forma la TIR es congruente con el VPN ya
gue da un valor de -6.10 %, porcentaje inferior a la TIO del 1,88 %.
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Para la evaluacion del segundo escenario donde se tiene en cuenta una
financiacion externa del 50% de la inversion, se tom6 como referencia una tasa
media de 22% efectiva anual basada en las tasas minima y maxima que se tiene
en un crédito de libre versibn de la entidad Bancolombia®®, el andlisis se
desarrolla de la misma manera, donde se involucran los intereses y el abono a
capital de esta financiacion (ver tabla 63 y 64) mediante la siguiente tabla de flujos
generados para el horizonte de evaluacion planteado.

La tasa de interés mensual del crédito calculada por la ecuacion 5 es de 1,3 %

mensual.
Tabla 63. Tabla de amortizacion del crédito (pesos colombianos).

MES Saldo Amortizacién Interés

0 93.562.850 - -

1 93.562.850 31.187.617 1.216.317

2 62.375.233 31.187.617 810.878

3 31.187.617 31.187.617 405.439
Tabla 64. Flujo de caja libre proyectado con financiacion (pesos colombianos).

Meses 0 1 2 3

Ingresos, ventas 6.660.000 6.660.000 6.660.000
Costos de produccion -22.013.185 -22.013.185 -22.013.185
Depreciacion -1.559.381  -1.559.381  -1.559.381
Intereses -1.216.317 -810.878 -405.439
UTILIDAD GRAVABLE -18.128.883 -17.723.444 -17.318.005
Impuestos (34 %) 6.163.820 6.025.971 5.888.122
UTILIDAD NETA -11.965.063 -11.697.473 -11.429.883
Depreciacion 1.559.381 1.559.381 1.559.381
FLUJO OPERACIONAL -10.405.682 -10.138.092  -9.870.503
Flujo de inversion
Maquinas y equipos -187.125.700 182.000.000
FLUJO DE FINANCIACION 93.562.850 -31.187.617 -31.187.617 -31.187.617
FLUJO FINANCIADO -93.562.850 -41.593.299 -41.325.709 140.941.881

El VPN y la TIR se calculan a partir del flujo financiado y por medio de las
ecuaciones 7 y 8, obteniendo como resultado el resumen de evaluacién mostrado
en la tabla 65.

Tabla 65. Resumen de evaluacién del proyecto con financiacion.

_ Suma Ingresos netos de caja VPN TIR
invertida 1 mes 2 mes 3 mes
93.562.850 -41.593.299 -41.325.709 140.941.881 -40.920.694 -9.46%

156 Grupobancolombia. Productos y servicios. Creditos. En linea [Consultado: 27 de mayo de 2017<

www.grupobancolombia.com >
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Por lo tanto el proyecto financiado un 50% aunque hace mayor el VPN (-
40.920.694, este sigue siendo negativo, y la TIR (-9,46%) menor a la TIO,
concluyendo que como en el escenario sin financiacion como con financiacion no
es viable hacer el proyecto ya que se generan pérdidas en su ejecucion.
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6. CONCLUSIONES

Empleando tres proporciones distintas entre la masa seca de hojas y el
volumen de etanol al 96%, se concluye que la mejor relacion es 1/10
respectivamente, debido a que su rendimiento fue el mayor, con un porcentaje
de 23.78%, el cual, mediante analisis de varianza (Fcaculado=33.65 Vs.
Fablas=D5.14), se rechaza la hipotesis nula, lo cual afirma que hay diferencia
significativa en el rendimiento cuando hay variacion de volumen de etanol, lo
cual se reitera mediante la prueba de Tukey. Posteriormente, se aplico el
método de fraccionamiento por solventes de polaridad creciente, mediante el
cual se obtuvo que la fraccion de cloroformo fue la de mayor rendimiento, con
un 45.91% del extracto total (teniendo en cuenta las pérdidas a medida que se
hizo el procedimiento). No obstante, la fraccion de acetona, con un rendimiento
del 20,00%, present6 la mejor efectividad en la prueba de concentraciéon
minima inhibitoria o “MIC test” en pozos, debido a que en una concentracion de
15 mg/ml, inhibi6 el crecimiento bacteriano de las 4 cepas evaluadas. Estas
caracteristicas se le atribuyen a la presencia de metabolitos secundarios como
Taninos y Cardiotonicos, los cuales se identificaron claramente en las pruebas
de Gelatina-Sal, Cloruro férrico y Baljet, respectivamente.

Aplicando la definicion de bioprospeccion, las propiedades de Drimys
granadensis son aprovechables en la formulacibn de un desinfectante; no
obstante, debido a la alta toxicidad que se reporta en las pruebas con Artemia
salina, por DUENAS, J.T., se define que el producto va dirigido hacia uso
doméstico en superficies; de acuerdo a los estudios de mercado de Markets &
Markets, este tipo de productos tiene una alta proyeccién comparada con otros
sectores para los préximos 5 afios. A partir de esto, se establecié que los
aditivos funcionales que llevara Driminator son: EDTA (1%), propilenglicol
(20%), lauril sulfato de sodio (1%) y regulador de pH (Trietanolamina), el cual,
mediante el resultado de su disefio de experimentos, se decidid que tendra
0.25% de este agente, para obtener un pH 4 del producto total. Por otro lado,
para darle una mejor apariencia, el producto contiene también colorante verde
lima (0,05%) y fragancia de canela (0,05%).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la prueba in vitro de discos Kirby-
Bauer, el tamafo de los diametros de los halos de inhibiciéon del producto
comercial 1 fueron superiores a los demas tratamientos; no obstante, el
tratamiento 1 (pH 4) presentdé un mayor halo de inhibicion que los tratamientos
2 y 3, superando incluso el tratamiento 5 (producto comercial 2), el cual
contiene como ingrediente activo un componente de origen natural al igual que
Driminator; con respecto al andlisis de varianza en ambas cepas (Fcaicuado=3.68
vs. Fwnia=3.29) se rechaza la hipotesis nula, es decir, hay diferencia
significativa entre tratamientos. Por otro lado, la prueba de superficies in vivo,
tuvo resultados cualitativos (ausencia o presencia de bacterias), debido a que,
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la alta concentracion de microorganismos impidio la formacion de colonias
visualmente notorias; estos resultados se pudieron ver afectados debido a que
no se hizo una limpieza previa a la desinfeccion, y segun la seccion 1.4.3.5, la
presencia de materiales extrafios sobre la superficie puede afectar
negativamente la efectividad de un desinfectante.

Para la produccion de 200 L mensuales de Driminator a escala piloto, es
necesario contar con equipos como mezcladores, rotaevaporador, hornos de
secado, tritador y filtros de materia prima y agua. Para cumplir con esta
produccion, se necesita recolectar 209.25 kg de hojas; también se requiere
mensualmente de 829,5 kg de etanol al 96%, 68.86 kg de Hexano, 474.65 kg
de cloroformo,168 kg de acetona, 157 kg de agua, 2 kg de EDTA, 41.6 kg de
PG, 0.1 kg de colorante, 0.105 kg de fragancia, 2.1 kg de Texapdén y
finalmente, 1.13 kg de alcalinizante.

Teniendo como base la propuesta de disefio preliminar, se calcul6 el valor de
VPN y TIR con y sin financiacién; para el primer escenario, se obtuvo que el
valor presente calculado es de $ -42.774.842 millones, es decir un VPN menor
a cero, lo cual indica que el proyecto no es viable en su realizacion, pues
generard perdidas a los inversionistas; de igual forma, el valor de TIR es
congruente con el VPN, debido a que arroja un valor de -6,10%, inferior a la
TIO de 1,88 %. Con respecto al segundo escenario, se tiene en cuenta una
financiacion externa del 50% de la inversion, se tom6 como referencia una tasa
media de 22% efectiva anual basada en las tasas minima y maxima que se
tiene en un crédito de libre version de la entidad Bancolombia; los resultados
de VPN y TIR son $ -40.920.694 y -9.46 % respectivamente. Con base en esto,
la produccién de Driminator, sea o no financiada, no es rentable bajo las
condiciones que se propone.
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7. RECOMENDACIONES

Con el fin de darle un mayor alcance al proyecto en ambitos microbioldgicos,
se recomienda realizar las mismas pruebas de funcionalidad del extracto y del
producto terminado en otras cepas bacterianas (como Pseudomonas
aureginosa) y hongos.

Investigar acerca de usos innovadores para los subproductos que se obtienen
en el proceso, es decir, las fracciones de hexano, cloroformo y metanol.

Se sugiere evaluar otros factores como la temperatura y el tiempo de contacto,
los cuales intervienen en la funcionalidad de un desinfectante para el producto
elaborado y por cuestiones de delimitacion no se realizaron en la presente
investigacién. A su vez, se recomienda evaluar el efecto del pH como agente
externo al producto en el crecimiento de las cepas bacterianas.

Se recomienda desarrollar un producto similar, con la diferencia de que su
materia prima sea el aceite esencial de la especie, con el fin de comparar su
actividad antibacterial y su rentabilidad con lo obtenido en el presente
documento.

Evaluar el producto Driminator en bacterias presentes en otro tipo de
superficies, siguiendo el marco legal y los protocolos recomendados por
instituciones técnicas en Colombia, como se describe en el marco teorico
seccion 1.7.1.

Identificar por métodos cuantitativos las moléculas responsables de la actividad
antibacteriana de la especie, como la metodologia: cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Agregar a la formulacién un aditivo estabilizante y antioxidante que permita
disminuir la variabilidad del pH en el producto, dandole un valor agregado y
una mayor vida Util. Se sugiere realizar pruebas de estabilidad acelerada para
determinar la cinética de degradacion bajo condiciones de temperatura mas
alta.

Evaluar otros métodos de extraccion del extracto crudo para obtener un mayor
rendimiento.

Optimizar condiciones de operacion que permitan aprovechar mejor las
materias primas, aditivos y tiempos de operacion.

Debido al resultado del analisis financiero, se sugiere considerar la alternativa
de maquilar el producto Driminator por terceros y analizar la rentabilidad en
este escenario.

Complementar las pruebas organolépticas de color mediante técnicas
espectrofotométricas, aplicando la ley de Lambert Beer.
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ANEXO A. Equipos

NOMBRE Rotaevaporador
MARCA Heidolph
MODELO Laborota 4000 efficient
NOMBRE Cabina de extraccion
MARCA Cc4
MODELO CEX120
NOMBRE Balanza analitica
MARCA OHAUS
MODELO Pioneer
NOMBRE Horno
MARCA memmert
MODELO
NOMBRE Desecador
MARCA Vakuumfest
MODELO
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NOMBRE Incubadora
MARCA E&Q
MODELO

NOMBRE Cabina de Flujo Laminar
MARCA ISOCIDE
MODELO

NOMBRE Autoclave
MARCA ALL AMERICAN
MODELO 50X

NOMBRE pH-metro
MARCA Spectrum
MODELO SoilStick

NOMBRE Lampara UV 365 nm
MARCA Merck KGaA
MODELO

NOMBRE Micropipetas
MARCA Accumax
MODELO Pro
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NOMBRE Espectrofotometro
MARCA Thermo
MODELO GENESYS 10uv
NOMBRE Estufa eléctrica
MARCA PREMIUM
MODELO
NOMBRE Agitador magnético
MARCA Nahita-Blue
MODELO 692
NOMBRE Bafio de agua
MARCA memmert
MODELO
NOMBRE Bomba de vacio
MARCA Rocker
MODELO 600
NOMBRE Vortex
MARCA VELP SCIENTIFICAr
MODELO ZX3
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ANEXO B. Informacién de recolecta

OBJETO DE COLECCION

Codigo de barras JBB13555

NUumero de catalogo 13905

Preparacion Ejemplar preservado
Determinado por Suarez, C.I.

Fecha de determinacion 2016

EVENTO DE COLECTA

Pais Colombia

Departamento Distrito Capital

Municipio Bogota

Localidad Predio Santa Béarbara - Rio Arzobispo
Coordenadas verbatim 4°36'42.3" N - 74°02'17.0"W
Latitud decimal 4.6117500

Longitud decimal -74.0380556

Altitud en metros 3245

Fecha de colecta 2016-06-30

REGISTRO DE OCURRENCIA

Soacha

‘/"'}‘. -"‘ﬁ:’l‘:‘hn
15D x

R I S meque 7
\ ¢ / fl:‘._“:‘ l f Bueniviara sl
4 Va.!n_! 1h’1 > Tg\d : d
= 2R ! ( 1 ; i

Tomado de: Herbario JBB en linea - Jardin Boténico de Bogota José Celestino Mutis. Disponible en:
http://colecciones.jbb.gov.co/herbario. Consultado en 2017-05-28
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ANEXO C. Reactivos y materias primas

Hexano Metanol Cloroformo Acetona

Agar Mueller-
Hinton

Dimetilsulfoxido

Agar Nutritivo

Fragancia de

Propilenglicol Colorante verde EDTA
canela
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Trietanolamina
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ANEXO D. Fichas técnicas de reactivos

FICHA DE SEGURIDAD DE REACTIVOS

a5, .
ALCALDIA MAYOR ACETATO DE ETILO
i A g de CAS: 141-78-6
Jardin Boténico Jose Colesins Mus
r\ . o 2 Inflamatie
e f DESCRIPCION
i g
GRUPO ouiMico Compuesto Orgénico | CONCENTRACION 995 ol 99%
FORMULA QUIMICA CH3COOCH2CH3 PESO MOLECULAR 881 g/mol
: PROPIEDADES FISICAS ¥ QUIMICAS
ESTADO Flsico i 05 832C
Haide TEMPERATURA DE Fusion |™®"
APARIENCIA Incoloro v Voldtl DENSIDAD No reportado
OLOR Olor caracteristico PRESION DE VAPOR 76 mmHg a 20°C
T TURA BE S Npoths DENIDAD PE VAPOR. e
EBULL 77°C SOLUBILIDAD AR
IDENTIFICACION DE RIESGO
RIESCO PRINCIPAL [inflamable
MEDIDAS DE PRIMEROS AUXILIOS
[ENCAIG DE:
INHALACION Utilimr mascaras con provision de F!ire o equipo de respiracién auténomaos en
situaciones excesivas de concentracién de vapores
CONTACTO CON LA PIEL ilr'-;l.ll):de causar irritacidn a la piel. Lavar inmediatamente con abundante aguay
n
El polvo puede causar irritacion. Mantener los ojos abiertos, enjuagar durante 15
CONTACTO CON LOS 0JOS minutos con abundante agua
INGESTION

Muy peligroso en caso de ingestion. Consultar al medico de inmediato
EQUIPOS DE PROTECCION PERSONAL
m‘ DE.TIMBAJO Debe utilizarse traje de seguridad completo.

PROTECCION RESPIRATORIA Respirador aprobade por NIOSH adecuado para los componentes del producto

GUANTES DE PROTECCION Debe utilizarse guantes de seguridad,

Se recomienda utllizar antecjos de sequridad con protectores laterales y escudo
LENTES PROTECTORES facial
CALZADO DE SEGURIDAD Uso de calzado cerrado.

ALMACENAMIENTO

EA DE ALMACENAMIENTO Mantener lejos de sustancias incompatibles en un drea fresca v bien ventilada

El producto puede ser combustible a temperaturas aftas, por la que se aconseja
PRECAUCIONES ESPECIALES mantenerlo lejos del calor en cualquier forma.

Referencia:
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Inflarmabla F

v s CONCENTRACION ; No determinado

PESO MOLECULAR 58,08
s TEMPERATURA DE FUSION |***™C
 [incoloro DENSIDAD A 202 790 - 792 Ko/m3
Caracteristico PRESION DE VAPOR 24,7 hpa a 208
Indeferminado DENSIDAD DE VAPOR ___|No disponible *
558 - 56,6 4C SOLUBILIDAD Agua ¢ 200C

Inflamable

Nocivo por inhalacién. Los vapores son irritantes a las membranas y mucosas del
tracto respiratorio superior. Se recomienda proveer oxigeno y consultar al medico.

Irrita levernente la piel, por lo tanto se recomienda lavar con agua y jabén,
remover la ropa contaminada y buscar atencion medica.

Elliquido o altas concentraciones de vapor, irrita severamente los ojos. Se
recomienda lavar inmediatamente con abundante agua manteniendo los
parpado abiertos por lo menos 15 minutos.

causa irritacién del tracto digestiva con dolor abdominal, nauseas y vomito.
Puede ufectur la condudu y el sistemus urinario,

i /vyzv
Se recomlenda !rale de seguridad completo.

Se recomienda utilizar un respirador o trompa respiratoria con filtro para
vapores organicos.

Se deben utilizar guantes de neopreno de pufio largo,

Se recomienda anteojos de proteccién quimica,

i deciioios

Mﬁ%mdﬂmmmmm

150



FICHA DE SEGURIDAD DE REACTIVOS
ALGAI..A MAYOR
DE BOGOTA D.C.
AMBIENTE
Jardin Botaniy Juse Coiesting Mutis
g i e Téxica
DESCRIPCION
GRUPO QUIMICO Compuesto Orgdnico CONCENTRACION 97.20%
FORMULA QUIMICA CHCI3 PESO MOLECULAR 119,359
PROPIEDADES F{ICAS ¥ QUIMICAS
ESTADO Flsico Liquido TEMPERATURA DE FUSION menos 63,052C
APARIENCIA Incoloro DENSIDAD No reportado
OLOR Dulce caracteristico PRESION DE VAPOR 0,825 a-609C
PH No reportado DENSIDAD DE VAPOR 4,12
ATU EBULLI 61262C SOLUBILIDAD En agua
IDENTIFICACION DE RIESGO
RIESGO PRINCIPAL [Téxico
MEDIDAS DE PRIMEROS AUXILIOS
EN CA$SO DE:
Laos signos de intoxicacion aguda con vapores de doroformo, en general, son:
INHALACION depresién respiratoria, neumonitis quimica, edema pulmeonar, acidosis metabélica,
depresién del sistema nervioso central, dalor de cabezo, fatiga, adormecimiento y
pérdida del equilibrio, Se ha informado, también de arritmias y pare cardiacos.
CONTACTO CON LA PIEL No hay .unc absorcién s:gn}flcatwu a tmues. de la piel. Quitar !u ropa
contaminada, y lavar la piel con agua corriente en gran cantidad.
Ocasiona conjuntivitis, e, incuso, quemaduras dolorosas, ya sea en forma de vapor
CONTACTO CON LOs 0JOs o liquido. Los ojos pueden lavarse también disolucién salina neutra asegurdndose
de abrir bien los pdrpados.
Provoca ndusea, vémito, sclivacion, anorexia, irritaddn gastrointestinal y dario a
higado y rifiones. Mantener a la victima en reposo y caliente. No inducir el vomito.
INCESTION Puede sumninistrarse carbén activado, si la victima estd consciente. Usar de 15 a 30
g, para nifios, o de 50 a 100 g, para adultoes con 1/2 a 1 taza de agua. Provocar
excrecion con un cartdrtico salino o sorbitol para victimas consientes, los nifios
requieren de 15 a 30 g y los adultos de 50 a 100 ¢.
EQUIPOS DE PROTECCION PERSONAL
ROPA DETRABAJC En general, uso de indumentaria de trabaije.
Aplicar proteccién respiratoria.
PROTECCION RESPIRATORIA Y
GUANTES DE PROTECCION Utilizacion de guantes de caracteristicas impermeables,
LENTES PROTECTORES Uso de lentes de seguridad.
CALZADO DE SEGURIDAD En general, uso de calzado cerrado, no absorbente.
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FICHA DE SEGURIDAD DE REACTIVOS

Inflamable

. Compuesto Oréanécd. éMfﬁW‘MN
FORMULA Qulmica CH3CH20H| PESO MOLECULAR
ESTADO Flsico
Liqido TEMPERATURA DE FUSIGN Boytss 114
APARIENCIA Incoloro voldtil DENSIDAD No reportado)
OLOR Olor carcicteristico PRESION DE VAPOR 439 mmHg & 209C
PH 68 DENSIDAD DE VAPOR 44.0/20°C]
TEMPERATURA DE EBULLICION |78-79 SOLUBILIDAD Soluble en agua
 IDENTIFICACION DE RIESGO

[Inl’lamnble

Altas concentraciones del vapor pueden causar somnolendia, tos, irritadién de los
ojos y el tracto respiratorio, dolor de cabeza y sintomas similares a la ingestion.
Trasladar ol aire fresco. Si no respira administrar respiracién artificial. Si respira
con dificultad surninistrar oxigeno. Mantener la victima abrigada y en repasa.
Buscar atencién médica inmediatamente.

Resequedod. Lavar la piel con abundante agua. Retirar la ropa contaminada y
Iévela con abundante agua y jobén.

llnfl:odbn, enrojecimiento, dolor, sensacién de quemadura. Lavar con abundante
agug, minime durante 15 minutos, Levantar y separar los pérpades para
asegurar la remocién del quimico. Si la irritacién persiste repetir el lavado, Buscar
atencién médica.

| depresidn, doler de cabeza, vision borrosa, somnolencia e inconsciencia, Grandes
. |puede causar ceguera. Lavar la boca can agua. Inducir al vémito. No administrar

Sepiocitn do dufe. At of principio Cormo wtimuling seiko e
mmammmmﬂummmmﬂ,
mmmmmmmmmm

(puede tratarse de
alcohiol desnaturalizado).
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Utilizor ropas de proteccisn adecuada para evitar la exposicion de la piel.

Mascarillas con cartuchos para vapores organicos.

Utilizar Guantes de Neopreno.

|Lentes de sequridad

Sin medidas especiales necesarics.

Lugares ventilados, frescos v secos. Leios de fuentes de calor e ignicién. Separado
de materiales incompatibles. Rotular los recipientes adecuadamente. Depositar en
contenedores herméticamente cerrados. Los equipos eléctricos y de iluminacion
deben ser a prueba de explosion, ;

Usr siempre proteccién personal asi sea corta la expasicién o la actividad
realice con el producto. Mantener estrictas normas de higiene, no fumar,
en el sitio de trabajo. Usar las menares cantidades posibles. Conocer en
¢l equipo para la atencién de emergencics, Leer las instrucciones de o
antes de usar el producto. Rotular los reciplentes adecuadamente,
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ANEXO E. Cotizaciones de equipos

29 de Mayo de 2017. )

COTIZACION

CLIENTE: UNIVERSIDAD AMERICA MAQUINARIA Y PROCESOS PULVEX S.A. DEC.V.
At'n.: Ing. Julian Vanegas. Plutarco Elias Calles #290
E-mail: julian.vanegas1207@gmail.com QTS GOl Tiaziata GPOS710Meéxeo DF:

Tel. +52 (55) 5657-9133
www.pulvex.mx
e-mail: ventas@pulvex.mx

Tel.: (31) 153-0695.
Cot. No.: 0236.

Agradecemos su solicitud y a continuacion le cotizamos:

AGIT. PORTATIL C/TURB. INTERCAMBIABLES Y TQ INOX 304 PULVEX MOD AD-50

MATERIAL Todas las partes en contacto con el producto son de acero inoxidable tipo 304

AGITADOR Vertical rapido / lento con velocidad variable de 300 - 2000 RPM (dependiendo del diametro y tipo de
turbina a utilizar), con turbinas (propelas) intercambiables dependiendo la aplicacion a utilizar. El precio
base del equipo incluye una flecha de agitacion y una turbina de cualquier tipo (excepto emulsor

rotor/estator)
I'q vert cilindrico de pared sencilla, de 50 Its. Utiles, c/fondo conico y valvula tipo mariposa para descarga
RECIPIENTE del producto, totalmente desmontable para su limpieza total, ubicada al centro del fondo cénico
MOTOR Motor electrico directo, con brida C, 4 polos, 220 V, 60 Hz, trifasico, de proteccion IP54, acoplado a un
variador de frecuencia electronico de entrada monofasica 127 V y salida trifasica a 220 V
APOYOS Para el tanque, 4 patas tubulares con placas de refuerzo y placas de anclaje
TAPA Tapa plana con media luna fija y media luna abatible, por medio de bisagras y manija de levantamiento,

con ceja de ajuste y puente transversal para agitador

ACABADOS Para las partes en contacto con el producto, acabado sanitario pulido grano 180 brillante

SOPORTES Soporte tipo puente transversal, fabricado en lamina de acero inoxidable tipo 304, para colocarse sobre
la tapa del tanque o recipiente, con 2 manijas de levantamiento para su facil manejo

DIMENSIONES Este agitador ha sido calculado y disefado para trabajar con productos / procesos de viscosidad max
GENERALES 2,000 cps, densidad méax 1.2 g/ml, concentracion de sélidos solubles < 20%, temperatura ambiente,
presion atmosférica y SIN vacio

DESCARGA Invariablemente, es total y exclusiva responsabilidad del cliente, el conocer las caracteristicas reoldgicas
y condiciones de servicio de sus productos / procesos e informarnos inmediatamente si son superiores
a lac aniii manrinnadac an al niintA antarinr nara ra ralenlar al anitadar

J. Luis Cardenas Escarefio.
Ventas Division Tanques y Agitadores.

Exmell; joasuis@pulvexm Liderazgo en Agitadores, Mezcladoras, Molinos y Tanques
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TERMINOS COMERCIALES:

- AGITADOR PORTATIL EN INOX 304:

$2,050.00 USD + IVA

PRECIO: (Dos mil cincuenta délares amenicanos 00/100 USCY).

OPCION:

- Turbina de emulsion rotor/estator en inox 304: $1,070.00 USD + IVA.
- Flecha de agitacion en inox 304: $245.00 USD + IVA,

- Turbina de cualquier tipo en inox 304: §215.00 USD + IVA.

- Turbina Planetaria o Palas Periféricas en inox 304: $345.00 USD + VA

TIEMPO DE +3ab b dias habie 1 AL yanta en 3 Ciudad de Meéxit
ENTREGA: * A contar del siguiente ¢ e reciba su orden de compra y Su anticipo correspondient
<]

ompra

CONDICIONES Sicddii

DE PAGO: * 50 % mas 16% de IVA restante al aviso de que el equipo se encuentra listo para su entrega

Por DOCE (12) meses a contar de la fecha de entrega. Esta garantla cubre reposicidn sin cargo de la(s)
pleza(s) con posible defecto, No cubre desgaste o dafios causados por uso Inadecuado, ni cuando se empleen

GARANT'AS: productos abrasivos no especificados, la{s) plezas eléctricas y el motor cuentan con garantia por parte del
fabricante. La garantia es efectiva en nuestros talleres (costo de traslado con cuenta y riesgo del chente)
ertificado de Calidad
DOCUMENTACION Man n eldetrica
INCLUIDA ¢ Instruct racan y manterumeento

Planos 3D del equipo en AutloCAD

EXCLUSIONES: """

MAQUINARIA Y PROCESOS PULVEX SA.DEC.V.
Suc. 0182 Granjas México

Cta. 0197967950

Clabe: 012180001979679505

DATOS

BANCARIOS 7Y Bancomer

J. Luis Cardenas Escarefio.

Ventas Division Tanques y Agitadores.

E-mail: joseluis@pulvex.mx
o 7 T
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ANEXO F. Preparacion de reactivos

Vainillina en &cido sulfarico.
Diluir 100 mg de vainillina en 1 ml de acido sulfarico concentrado y 9ml de etanol o
dietileter.

Vainillina-acido fosférico.
Diluir 100 mg de vainillina en 4ml de etanol y 5ml de &cido fosférico concentrado.

Revelador Cloruro férrico:
Disolver 1 gramo de FeCl3-6H,0 en 5 ml de agua diluida en 100 ml de etanol.

Reactivo Liberman-Bouchard:
Solucién etandlica de anhidrido acético en presencia de acido sulfarico.

Gelatina-Sal:
Mezclar 10 g de grenetina hidrolizada y 100 g de cloruro de sodio por litro.

Reactivo Dragendorff:

Disolver 8 g de subnitrato de bismuto en 20 ml de HNO3; concentrado y afadir
lentamente esta solucidn a una solucion concentrada de 27.2 g de Kl en 50 ml de
agua. Enfriar y decantar para separar los cristales de nitrato de potasio y diluir con
agua a 100ml|

Reactivo Baljet

Mezclar dos partes iguales de Soluciones Ay B.

Solucion A: 1 gramo de acido picrico se afora con 100 ml de etanol.
Solucion B: 10 gramos de hidroxido de sodio se afora a 100 ml con agua.
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ANEXO G. Balances de materia PFD

COMPONENTE 1 2 3 4 5 6 7 8
Hojas (sin extracto) 38,29% | 100,00% | 76,22% | 76,22% 0,00% 8,57% | 90,62% 0,00%
Extracto 11,95% 0,00% | 23,78% | 23,78% 0,00% 2,67% 0,00% 2,95%
Etanol 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% | 100,00% | 88,75% 9,38% | 97,05%
Hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccion hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccién Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccién acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Perdidas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Agua 49,76% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
EDTA 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PG 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Colorante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fragancia 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Texapon 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Alcalinizante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
COMPONENTE 9 10 11 12 13 14 15 16
Hojas (sin extracto) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Extracto 0,00% | 36,05% 0,00% | 98,26% | 26,51% 0,00% 0,00% 0,00%
Etanol 100,00% | 63,95% | 100,00% 1,74% 0,47% 0,62% 0,00% 0,00%
Hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% | 73,02% | 95,01% | 100,00% | 100,00%
Fraccién hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 4,37% 0,00% 0,00%
Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccién Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccién acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Perdidas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Agua 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
EDTA 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PG 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Colorante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fragancia 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Texapon 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Alcalinizante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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COMPONENTE 17 18 19 20 21 22 23 24

Hojas (sin extracto) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Extracto 0,00% | 94,08% 4,44% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% | 51,15%
Etanol 2,60% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Hexano 79,19% 5,92% 0,28% 0,17% 0,00% 0,00% 1,42% 2,70%
Fracciéon hexano 18,20% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Cloroformo 0,00% 0,00% | 95,28% | 97,40% | 100,00% | 100,00% | 78,92% | 46,14%
Fraccion Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 2,43% 0,00% 0,00% 19,67% 0,00%
Acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccion acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Perdidas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Agua 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
EDTA 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PG 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Colorante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fragancia 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Texapon 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Alcalinizante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
COMPONENTE 25 26 27 28 29 30 31 32

Hojas (sin extracto) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Extracto 5,58% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Etanol 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Hexano 0,30% 0,47% 0,28% 0,00% 0,00% 0,98% 1,08% 0,00%
Fraccién hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Cloroformo 5,03% | 24,27% 3,76% 0,00% 0,00% | 12,97% | 14,40% 0,00%
Fraccion Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Acetona 89,09% | 28,63% | 93,10% | 100,00% | 100,00% | 76,18% | 84,52% 0,00%
Fraccién acetona 0,00% 0,00% 2,86% 0,00% 0,00% 9,87% 0,00% | 100,00%
Perdidas 0,00% | 46,63% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Agua 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
EDTA 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
PG 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Colorante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fragancia 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Texapon 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Alcalinizante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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COMPONENTE 33 34 35 36 37 38 39 40
Hojas (sin extracto) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Extracto 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Etanol 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fracciéon hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccion Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fraccion acetona 0,00% 10,73% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Perdidas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Agua 0,00% 0,00% 0,00% | 100,00% | 100,00% | 98,75% | 98,75% 0,00%
EDTA 0,00% 0,00% | 100,00% 0,00% 0,00% 1,25% 1,25% 0,00%
PG 100,00% | 89,27% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Colorante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Fragancia 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Texapon 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% | 100,00%
Alcalinizante 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

COMPONENTE 41 42 43 44

Hojas (sin extracto) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Extracto 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Etanol 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Fraccion hexano 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Fraccion Cloroformo 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Acetona 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Fraccién acetona 0,00% 0,00% 0,00% 2,40%

Perdidas 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

Agua 0,00% 0,00% 0,00% | 75,36%

EDTA 0,00% 0,00% 0,00% 0,96%

PG 0,00% 0,00% 0,00% | 19,92%

Colorante 0,00% | 100,00% 0,00% 0,05%

Fragancia 0,00% 0,00% | 100,00% 0,05%

Texap6n 0,00% 0,00% 0,00% 1,01%

Alcalinizante 100,00% 0,00% 0,00% 0,27%
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Fuente: Jean-Michel Jolion 2006-05-27.
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ANEXO I. Tabla de prueba Tukey
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AUTORIZACION PARA PUBLICACION EN EL REPOSITORIO DIGITAL INSTITUCIONAL
LUMIERES

Nosotros, Daniela Cuervo Salcedo y Julian Alexander Vanegas Campos, en calidad de fitulares de la obra Disefio de
un producto antibacterial para superficies procedente de extractos vegetales de Drimys granadesnis L.f a nivel
laboratorio, elaborada en el afio 2016, autorizamos al Sistema de Bibliotecas de la Fundacién Universidad América
para que incluya una copia, indexe y divulgue en el Repositorio Digital Institucional — Lumieres, la obra mencionada con
el fin de facilitar los procesos de visibilidad e impacto de la misma, conforme a los derechos patrimoniales que nos
corresponden y que incluyen: la reproduccion, comunicacion plblica, distribucion al publico, transformacion, en
conformidad con la normatividad vigente sobre derechos de autor y derechos conexos (Ley 23 de 1982, Ley 44 de 1993,
Decisién Andina 351 de 1993, entre otras).

Al respecto como Autores manifestamos conocer que:

= La autorizacion es de caracter no exclusiva y limitada, esto implica que la licencia tiene una vigencia, que no es
perpetua y que el autor puede publicar o difundir su obra en cualquier otro medio, asi como llevar a cabo cualquier
tipo de accion sobre el documento.

»  La autorizacion tendra una vigencia de cinco afios a partir del momento de la inclusion de fa obra en el repositorio,
prorrogable indefinidamente por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales del autor y podra darse por
terminada una vez el autor lo manifieste por escrito a la institucion, con la salvedad de que la cbra es difundida
globalmente y cosechada por diferentes buscadores y/o repositorios en Internet, lo que no garantiza que la obra
pueda ser retirada de manera inmediata de otros sistemas de informacion en los que se haya indexado, diferentes
al Repositorio Digital Institucional - Lumieres de la Fundacion Universidad Ameérica. ’

= La autorizacion de publicacién comprende el formato original de la obra y todos los demas que se requiera, para su
publicacion en ef repositorio. Igualmente, la autorizacion permite a la institucion el cambio de soporte de la obra con
fines de preservacion (impreso, electronico, digital, Internet, intranet, o cualquier ofro formato conocido o por
conocer).

= Laautorizacion es gratuita y se renuncia a recibir cualquier remuneracion por los usos de la obra, de acuerdo con a
licencia establecida en esta autorizacion.

= Alfirmar esta autorizacion, se manifiesta que la obra es original y no existe en ella ninguna violacion a los derechos
de autor de terceros. En caso de que el trabajo haya sido financiadg por terceros, el o los autores asumen la

responsabilidad del cumplimiento de los acuerdos establecidos sobre los derechos patrimoniales de la obra.

»  Frente a cualquier reclamacion por terceros, el o los autores seran los responsables. En ningln caso la
responsabilidad sera asumida por la Fundacion Universidad de América.

= Con la autorizacion, la Universidad puede difundir la obra en indices, buscadores y otros sistemas de informacion
que favorezcan su visibilidad.
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Conforme a las condiciones anteriormente expuestas, como autores establecemos las siguientes condiciones de uso de
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