PURIFICACION

40 anos de experiencia en cromatografia preparativa e
industrial beneficiaran a la industria del cannabis medicinal

En los ultimos tiempos el mercado del cannabis ha cobrado una importancia creciente.
Diferentes avances de la industria farmacéutica y médica sobre los beneficios que el cannabis
y sus ingredientes tienen a nivel terapéutico en diferentes areas, antiinflamatorios, terapias
antienvejecimiento, epilepsia, y un amplio abanico de diferentes patologias que parecen
mejorar o complementar las terapias actuales y por otro lado importante para la floreciente
industria cosmeética, hacen que el campo de la industria del cannabis medicinal sea uno de
los de mayor expansion actualmente.

| debate no sélo esté en la calle sino
E también a nivel legislativo y en los

Ultimos meses la Agencia Espafiola
del Medicamento ha aumentado el nime-
ro de licencias para la produccion y fabri-
caciéon de medicamentos basados en el
cannabis.

Este mayor interés por estos productos ha
llevado a las empresas titulares de estas li-
cencias a plantearse la introduccion de nue-
vos procesos y metodologias de extraccion
y purificacion de las diferentes fracciones y
aceites de la planta de cannabis.

El alto valor afiadido de algunas de estas
fracciones hace que los procesos de purifi-
cacion tengan una importancia clave en el
desarrollo de todo el modelo de negocio. En
este punto, una de las nuevas tecnologfas
que ayuda a esta purificacion a un menor
coste serfa la de la cromatografia de parti-
cién por centrifugacion conocida por sus
siglas en inglés como CPC.

Cromatografia liquida de alto
rendimiento HPLC y cromatografia
FLASH.

La técnica de HPLC es una potente herra-
mienta capaz de identificar compuestos
(HPLC analitica) o de aislarlos (HPLC pre-
parativa) a partir de mezclas complejas. La
HPLC preparativa utiliza una fase movil que
transporta la mezcla a través de una fase es-
tacionaria sélida, generalmente una resina
desilice de finas particulas homogéneas em-
paquetadas en un cilindro de acero inoxida-
ble. Los componentes individuales se sepa-
ran en funcion de la afinidad, el tamafio de
las particulas u otras propiedades fisicas. A
medida que las muestras salen de la colum-
na, generan una sefial (pico) en el detectory
pueden recogerse como fracciones.
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Desde una escala de
laboratorio hasta la
industrial, Gilson ha

apoyado a cientos de

cientificos y técnicos
del cannabis de todo
el mundo con sus
servicios y sistemas
de purificacion

La cromatografia FLASH utiliza el mismo
principio, pero las columnas FLASH estan
hechas con un cilindro de pléstico y particu-
las no homogéneas més grandes. Esto hace
que la columna FLASH sea mas asequible y
se adapte a la purificacién a gran escala del
extracto crudo de cannabis en comparacion
con la HPLC preparativa, que estd méas adap-
tada y enfocada a muestras y matrices mas
limpias.

Sin embargo, las principales desventajas
del uso de la cromatografia FLASH son el
coste de las columnas estacionarias, el vo-
lumen de disolvente utilizado y los tiempos
de ejecucién y rendimiento. De hecho, las
columnas FLASH requieren un reemplazo
frecuente para la extraccion de cannabinoi-
des, ya que el extracto crudo es complejo y
se absorbe parcialmente de forma irreversi-
ble en la columna. Por Ultimo, esta técnica
de cromatografia requiere grandes volime-
nes de disolvente para movilizary recoger las
fracciones purificadas, lo que puede aumen-
tar los costes a lo largo del tiempo, especial-
mente en preparaciones a gran escala.

{Qué es la purificacion mediante
cromatografia de particién centrifuga
cpPC?

La cromatografia de particién centrifuga
(CPC) es una técnica a escala preparativa,
piloto e industrial para la purificacion de li-
quidos que no requiere los soportes sélidos
tradicionales. El objetivo principal de esta
tecnologia es aislar la cantidad méaxima de
una molécula con la méxima pureza, en un
tiempo minimo y sin utilizar ninguna colum-
na de silice o soporte del mismo.

La técnica de CPCy la de HPLC de prepara-
tiva tienen algunas similitudes:

Los mismos objetivos.
El mismo proceso cromatografico funda-
mental.

« Idénticos periféricos: bombas, inyecto-
res, detectores en linea y colectores de
fracciones.

El corazdn del sistema LC, en general, es la
columna donde se produce la separacion. La
diferencia fundamental entre la LC, como la
Flash o la HPLC, y la CPC es la naturaleza de
la fase estacionaria.

La fase estacionaria en la LC clésica es de
silice recubierta o no recubierta, donde la
particula de silice es solo un soportey la qui-
mica de su superficie funcionalizada genera
interacciones quimicas con la fase movil y
los compuestos a separar.

La técnica de CPC no requiere un soporte
sélido como la silice; se utilizan dos fases
liquidas inmiscibles. Una sirve como fase
movil o eluyente, y la otra como fase estacio-
naria. La fase estacionaria es retenida en la
columna por un campo centrifugo. La afini-
dad del soluto por cada fase puede medir-
se por su coeficiente de particién, (Kd), que
a su vez dicta el orden de elucion de cada
compuesto.

FARMESPANAINDUSTRIAL - especial CANNABISMEDICAL



TEC
TR

CLIMA
i e e OPTIMO
Solucmnes de deshumldlflcaC|on. PARA LA INDUSTRIA

A FARMACEUTICA
Made in Germany

N 4R |
Confie en la Serie TTR de Equipos de Alto Rendimiento

TROTEC

o e 2z AT WORK.
para Deshumidificacion
Propiedades: Aplicaciones:
= Alto rendimiento en deshumidificacion, = Prevencion de problemas de higiene y
incluso con puntos de rocio bajos de condensacion durante la produccion

= Inversion de la direccion del aire y el almacenamiento

configurable en los equipos = Control total de procesos durante la

= Dissiio higisnizolen acers inoxidabls dosificacion, el llenado y el empaquetado

con rotor por absorcion bacteriostatico = Mejora de las propiedades de vertido

= Equipos optimizados individualmente para Gelatonalsslalurany]

cada uso y rango de temperatura/humedad = Limpieza acelerada de equipos y silos Obtendra mas informacion en:

jContactenos por teléfono +34 911 873 490 o correo info-es@trotec.com! .
Estamos encantados de responder a sus necesidades especificas. » trotec.es/serles-ttr

Trotec Comercio SLS.COM. Avenida de la Industria, 85 Poligono Industrial el Lomo 28970 Humanes de Madrid




PURIFICACION

¢{Como se mantiene la fase estacionaria
liquida dentro de una columna de LC?

Las columnas clésicas de LC estan hechas
de forma sencilla: un cilindro (de acero
inoxidable en HPLC y de pléstico o vidrio en
Cromatografia Flash) con una entrada y una
salida en cada extremo, lleno de una fase es-
tacionaria sélida, normalmente de silice.

La columna CPC también tiene una entra-
da y una salida para la fase movil, pero ahi
acaban las similitudes con una columna
HPLC. Para poder mantener una fase del sis-
tema bifasico dentro de la columna, se utiliza
un campo centrifugo y discos de separacion
especialmente disefiados.

La columna CPC consiste en un nimero
de discos, dispuestos en un rotor (Imagen 1).
El rotor comienza a girar para crear la fuerza
centrifuga que retiene la fase estacionaria. Los
discos estan formados por una serie de celdas
unidas entre si por un fino canal. Una columna
CPC consta de mas de mil celdas con un sello
giratorio en cada extremo para conectar la co-
lumna giratoria con el sistema de bombeo, el
detectory otros componentes del sistema.

Una vélvula permite cambiar la direccion
del flujo y, por lo tanto, el sistema CPC fun-
cionara en modo ascendente, donde la fase
mas ligera es la fase moévil o en modo des-
cendente cuando la fase mas pesada es la
fase movil. Esto permite tanto el modo nor-
mal como reverso sin necesidad de sustituir
la columna.

¢{Como se produce la separacién dentro
de la «columna» de CPC?

El efecto cromatografico en la CPC se basa
en la constante de distribucién, (o relacion
de particién, Kd). Se trata de la constante de
equilibrio para la distribucion de un analito
en dos disolventes inmiscibles. Para un com-
puesto concreto, es igual a la relacién entre
su concentraciéon molar en la fase estaciona-
riay su concentracion molar en la fase movil
seglin la ecuacion Kd= [a]Fase estacionaria/
[a]Fase movil.

Un Kd de 1 representa una particién igual
entre la fase mévil y la estacionaria. Para
efectuar una separacion CPC, el analito de
interés debe estar entre Kd 0,5-5. Si el Kd
es demasiado bajo, (menos de 0,5) el ana-
lito queda retenido en la fase movil y no se
produce la separacion, si es demasiado alto,
(mas de 5) el analito queda retenido en la
fase estacionaria.

El sistema de disolventes puede entonces
determinarse en funcién de los coeficientes
de particion de todas las moléculas que de-
ben separarse.

Purificacion eficiente mediante CPC

El CPC es un método muy eficiente que
requiere tiempos de ejecucion cortos (por
ejemplo, 30 minutos) para purificar com-
puestos de una mezcla compleja con una
pureza analitica de hasta el 98%. Se pueden
utilizar caudales de elucion mas altos, lo que

permite tiempos de analisis méas rapidos,
aumentando asi la productividad. El método
se puede ampliar facilmente para procesar
de forma eficiente desde miligramos hasta
kilogramos de un producto, a diferencia de
la HPLC preparativa y la cromatografia flash,
que pueden requerir cambios sustanciales
de fase estacionaria cuando se pasa a la pu-
rificacion a gran escala.

Dado que las columnas CPC se basan en
una fase estacionaria liquida, no necesitan
ser sustituidas como las columnas y car-
tuchos basados en silice que se utilizan en
los métodos de cromatografia estdndar. La
columna CPC puede cargarse con diferentes
disolventes para crear la columna necesaria
para un compuesto objetivo concreto, y los
pardmetros de purificacién pueden ajustarse
segln el nivel de pureza deseado. Dado que
no se produce una absorcion irreversible de
los compuestos, como ocurre con las colum-
nas basadas ensilice, la columna CPC puede
reutilizarse tras su enjuague, lo que supone
un importante ahorro de costes.

En un estudio a pequefia escala, se inyec-
taron 5 gramos de extracto crudo de cafiamo
en un sistema de purificacion Gilson CPC 250
PRO y PLC 2250. Utilizando este método de
un solo paso, se obtuvieron 205 miligramos
de CBD con una pureza de hasta el 98%, se-
gln se determind en el andlisis de HPLC, lo
que demuestra la eficacia del CPC para la
purificacién de compuestos de cannabis @
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PURIFICACION

Charlando con MARCOS ESTEVE ANDRES
Country Sales Manager Espana vy Portugal, Gilson

{Qué nos puede contar de los instrumen-
tos de Gilson para el mercado de purifica-
cién de fracciones del cannabis?
Mas que un solo instrumento, tenemos una
verdadera cartera de soluciones que contribu-
yen al maximo al procesamiento y rendimien-
to para la industria del cannabis. Basicamente,
puedo enumerar nuestros mejores sistemas,
pero le aconsejo que visite nuestra pagina web
0 Se ponga en contacto con nosotros directa-
mente para obtener mas detalles y ventajas.,
pues podemos asesorarle de cudl es el mas
adecuado para usted de acuerdo con los ob-
jetivos que deseen alcanzar. Los sistemas que
nosotros propondriamos podrian ser:

«  Sistemas de purificacion PLC. La inver-
sion inteligente, es un sistema flexible
compatible con todos los tipos de puri-
ficacion por cromatografia a escala de
laboratorio y piloto.

«  VERITY® CPC Pilot 1000 PRO, que es la
soluciéon CPC mas vendida

. CPC VERITY® Process, es la solucién CPC
més avanzada para aumentar la produc-
cién.

«  ASPEC®274, robot de extraccion en fase so-
lida, que es una de las técnicas de limpieza
de muestras mas eficientes que existen.

+  Gilson SupaTop™ Syringe Filters que pro-
tegen el sistema analitico de la obstruc-
cién de microparticulas..

{Cémo beneficiarse de la experiencia de
Gilson en el tratamiento de productos na-
turales en el campo de la extraccion y pu-
rificacion?

Con mas de 40 afios de experiencia en cro-
matografia preparativa e industrial, los siste-
mas de purificacion de cannabis de Gilson
marcan la pauta en el sector.

A parte de la industria del cannabis, desde
1957 hemos estado proporcionando solu-
ciones altamente flexibles, fiables y renta-
bles para las industrias, todas ellas basadas
en nuestro amplio conocimiento cientifico.

Ademas de nuestras soluciones, Gilson tam-
bién ofrece servicios de purificacion especiali-
zados, en nuestras instalaciones, ayudandole
a purificar o enriquecer sus moléculas de in-
terés con nuestro completo equipo de inge-
nieros quimicos, cientificos y técnicos. Tanto
si dispone de materiales de partida sencillos
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como complejos, como matrices bioldgicas,
extractos naturales, mezclas sintéticas o cal-
dos de fermentacién, le ofrecemos un apoyo
integral desde la viabilidad hasta la produc-
cién pasando por la etapa industrial.

¢Por qué los clientes eligen Gilson?

Eligen a Gilson por nuestra experiencia téc-
nica y cientifica, y porque son cada vez mas
conscientes de que trabajar juntos beneficia
a todos.

Por ello, estamos dispuestos a aportar
nuestra experiencia y compartir nuestros
conocimientos para apoyar y potenciar a las
empresas que deseen diversificar o desarro-
llar sus actividades en el sector de los canna-
binoides. Especialmente porque esta indus-
tria es emergente en el mercado espafiol y
requiere los mas altos estandares de calidad
y certificacion, que la industria farmacéutica
0 cosmética puede necesitar @

“Hemos adquirido un sistema VERITY® CPC Pilot para

la purificacion de cannabinoides, y estamos muy
impresionados con la fiabilidad, robustez y precision

de dicho sistema. Lo utilizamos a diario y apreciamos

su diseno y facilidad de uso. Nos permite mantener la
maxima calidad y fiabilidad para nuestra produccién.
Ademas, Gilson nos proporciona un apoyo constante y la
cooperacion con ellos es muy satisfactoria.”

- Robert Wojcik, Hemp Evolution
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