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RESUMEN. Se describe un método para operar con material vegetal, utilizable siste- 
máticamente en su extracción y fraccionamiento y en la vehiculización de extrac- 
tos, fracciones y sustancias aisladas. El método de extracción se basa en la perco- 
lación continua por medio de un sistema de reciclado de cada disolvente, combina- 
do  con el uso sucesivo de disolventes de polaridad creciente, obviando retira. y eva- 
porar el marco con cada cambio. Los extractos son llevados a sequedad sobre un 
polvo inerte y se fraccionan por la acción de disolventes de polaridad creciente so- 
bre los sólidos así depositados. Estas fracciones, que difieren netamente una de otra, 
son también evaporadas sobre polvo inerte y el producto resultante colocado en la 
parte superior de una columna Los solutos así sembrados son separados por croma- 
tografía relámpago. Todas las operaciones son seguidas por cromatografía en capa 
fina con ayuda de minicromatofolios, que también se utilizan para calcular el volu- 
men de retención de las sustancias en las columnas. Para la purificación eventual de 
alguna fracción especialmente dificultosa, se recurre a la cmmatografía de alta per- 
fomance preparativa. Además se describe la técnica adaptada para la vehiculización 
de extractos y fracciones por medio de la coprecipitación con povidona y dispersión 
en agua, con el objeto de seguir el fraccionamiento conjuntamente con el ensayo de 
los extractos, fracciones o sustancias en animales de laboratorio. La técnica normali- 
zada que se describe permite operar sencilla y sistemáticamente con diversas mues- 
tras vegetales en la búsqueda y aislamiento de sustancias farmacológicamente activas. 
La adopción de un  sistema extractivo líquido/sólido, unido a la fácil disponibilidad 
de las sustancias cuando se hallan depositadas sobre un material inerte, permite pro- 
ducir fracciones de  alta concentración, con el correspondiente ahorro de tiempo y 
disolventes. ' 
ABSTRACT. "Standard Method for the Systematic Preparation and Fractionation 
of Plant extracts t o  trace their Pharrnacol~~ical Activity and for Chernical Study". 
A method is described for the systematic extraction, fractionation and vehiculiza- 
tion of plant material with the object of following its pharmacological activity dong 
the different steps. The extraction is run with various solvents. Each step consists in 
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the recycling of  one of the solvents by  continuous percolation until finishing an ex- 
haustive extraction. They are passed succesively in order of increa~in~pola r i ty .  The 
marc is not evaporated when changing solvents. Al1 the extracts are taken to dryness 
on an inert powder and, after that,  fractionated b y  using low volumes of solvents of 
increasing polanty, the eluted from each being cu t  as a fraction, clearly different 
from the precedent one. At this time, each fraction is again taken to dryness as des- 
cribed, and the resulting powder pu t  on top of a column and subdivided by using 
flash chromatography. Al1 the operation is controled witli minichromatofolia: ad- 
sorption chromatography serves also to calculate the retention volumes and to mo- 
nitor the columns. The eventual purification of any difficult sarnple is carried ou t  
by using preparative high performance liquid chromatography. A technique has 
been adapted to be able to disperse in water the different extracts, fractions or 
substances. I t  is based in coprecipitation with povidone and allows for the simulta- 
neous monitoring of  their pharmacological activity. The rnethod thus standarized 
permits to operate systematically in the analy sis of plant material to look for and 
isolate biologicdly active substances. The adoption of a liquid/solid extraction sys- 
tem, together with the facile disponibility o f  al1 substances due to their deposition 
on aIi inactive powder, allows for the preparation of  concentrated fractions with 
the advantage of  saving both time and solvents. 

INTRODUCCION 

El enfoque dado por la etnofarma- 
cognosia permite encarar el estudio de 
las especies vegetales con una alta proba- 
bilidad de hallar sustancias con actividad 
farmacológica. El mismo se basa en la 
elaboración de hipótesis de actividad bio- 
lógica en función de los datos colectados - 
por etnobotánicos o etnomédicos, o bien 
de  los que provienen de la medicina po- 
pular en general. 

Ello plantea la posibilidad de  enca- 
rar el desarrollo de nuevos fármacos a un  
costo mucho menor que el de sintetizar 
y ensayar sustancias al azar. La etnofar- 
macognosia permite confirmar una de- 
terminada (supuesta) actividad biológica 
en una planta y rastrear dicha actividad 
hasta hallar la sustancia responsable de 
la misma. 

Sin embargo, esto n o  es suficicii te. - 
La investigación de plantas pote~lcialrrien- 
te medicinales con el objeto de desarro- 
llar nuevos fármacos plan tea u tia serie de 
requisitos que en general los diferentes 
métodos utilizados cumplen sólo parcial- 
Inen te: 

a )  La preparación de extractos que 
sean exhaustivos. 

b)  La obtención de extractos y frac- 
ciones que no  se adhieran a los recipien- 
tes, dificultando su solubilización o redi- 
solución. 

c )  La utilización de métodos nor- 
malizados que permitan la exacta repeti- 
ción de las experiencias. 

d )  La adopción de sistemas de ex- 
tracción contiriuos y susceptibles de ser 
operados a baja temperatura. 

e )  El uso de procedimientos de frac- 
cionamiento de los extractos crudos que 
permitan una previa purificación de  los 
misnlos por medio de técnicas sencillas. 

f j  La utilización de sustancias y téc- 
nicas adecuadas (y normalizadas) que 
permitan dispersar fracciones (aún las no 
polares) en disolventes acuosos, con el 
objeto de facilitar el ensayo farmacológ- 
co en ani~riales de laboratorio. 

g) La adopción de procedimientos 
en paralelo, clararriente diseñados, que 
permitan a la vez tanto el fraccionamien- 
to clu ímico conlo el seguirnien to de  la ac- 
tividad biológica dc las fracciones. 
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Es evidente que, sin un procedirriien- 
to de  laboratorio que obvie todos estos 
problemas y a la vez permita llevarlo fá- 
cilmente a niayor escala, no podría enca- 
rarse nunca el importante asunto de  la 
selección e investigación de especies ar- 
gentinas para su uso industrial en tera- 
péutica bajo la forma de  nuevos y origi- 
nales fármacos. 

En la mayor parte de los casos en 
que se preparan extractos vegetales par- 
tiendo de más de 2 kg de material vegetal, 
el problema principal radica en la mani- 
pulación de grandes volúmenes de líqui- 
dos. Así, quienes optan por procedimien- 
tos de percolación discontinuos enfren- 
tan dos circunstancias desfavorables: 

a) La necesidad de efectuar repeti- 
damente la extracción. 

b) La necesidad de evaporar poste- 
riormente grandes volúmenes de mens- 
truo. 

Por otra parte, obtenido u n  extrac- 
to crudo, éste presenta dos dificultades 
para su fraccionamiento: 

a )  Ofrece muy poca superficie a los 
tigentes disolventes. 

b) Obliga a trabajar en enormes re- 
cipientes cuar:do ce pretende una extrac- 
cion líquido/l íquido (sin mencionar las 
pocas mezclas que ofrecerán fase no  mis- 
cibles con el extracto). 

En vista de todo ello y de la necesi- 
dad de simplificar- las técnicas extracti- 
vas sobre la base de consideraciones teó- 
ricas, se desarrollo u n  método eficiente y 
económico. El mismo se ajustó en expe- 
riencias de ensayo y error a lo largo de 
los últimos quince afios. 

El procedimiento se basa en todas 
sus etapas en extracciones líquido/sólido 
jr eri la u tilizacióti en las primeras e tapas 
de sistemas de ex tracción continuos que 
aumentan la eficiencia y disniinuyen los 
volúmenes a manejar. 

Tarribién fueron solucionadas las di- 
ficultades de vehiculización de los extrac- 
tos o fracciones de tal manera que pue- 
dan ser administrados oral o parenteral- 
mente, eri un vehículo acuoso, a los ani- 
males de experimentación. Este proble- 
ma ha sido resuelto en  parte por medio 
de una  técnica desarrollada por otros au- 
tores' y en parte por nosotros, en cuanto 
al tratamiento de los extractos crudos2. 

Consideramos que el procedimiento 
general propuesto cumple con los objeti- 
vos anteriormente enunciados y simplifi- 
ca sustancidmente la investigación far- 
macológica de los vegetales. 

MATERIALES Y METODOS 

Equipo ex tractor 
Armese un extractor como el que se 

esquematiza en la Fig. 1. Constará funda- 
mentalmente de un balón calentable (re- 
servorio del disolvente y del extracto), u- 
na columna cromatográfica cilíndrica de 
largo igual a 3-5 veces el diámetro y u n  
refrigerante. Eventualmente, y según el 
tipo de constucción, el conjunto debería 

D I S O L V E N T E  M A T E R I A L  
EN POLVO 

Figura 1. Extracción en crudo. 
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ser pasible de operar a presi;)ii reducitia. 
(Ejemplo: con un balón de  20 1 debe uti- 
lizarse una coliimria de  1 5  crn x 40 cm 
(7  1). El refrigerante debe ser capa7 tic 
condensar d e  0.25 a 0,50 ir11 por segundo). 

Una medida práctica puede ser la de  
agregar d equipo cualquier ingenio que 
anule el suministro de energía a l  balón si 
ocurre un corte del agua que alrmerita al 
refrigerante. Ello permite abreviar el 
t iempo de  operacibti, ya que se pueden 
aprovechar las horas de la noche. 

Preparación de los extractos crudos 
Colóquese una torunda cornpi-iniida 

de  algodón a la salida de la colunitia y 
enipaquétese en ella el niaterial vegetal 
desecado y pulverizado hasta polvo fino. 
Cúbrase la parte superior de 12 droga con 
una capa de ca. 2 cm de algodón. Armesc 
el aparato y cárguese disolveiite cn el b;i- 
lón en cantidad cinco a diez veces supe- 
rior al peso d e  la droga a extraer (este vo- 
lumen se puede reducir cuando se extraen 
cantidades superiores a los 5 kg) (Fig. 1). 

Hágase funcionar el extractor a rit- 
rno rápido durante 3 0  a 50 horas. Un flu- 
jo práctico, cuando se trabaja con vol&- 
menes de 1 0  a 20 litros, es el d e  1 a 2 l i -  

tros por hora. 
Obtenido el extracto, rctírcselo del 

aparato, preferenteniente sin desarmarlo. 
y páseselo a un evaporador rotatorio prcj- 
visto de un  balón de  tamaño adecuado 
(en este caso 10 litros). Suele ser práctico 
u n  sistema que  aspire la solución del ba- 
lón extractor y la pase dircctarneiite al 
del evaporador. 

IIe term ínese el residuo seco total 
de la solilción llevando a sequedad una 
alícuota de la misma (que se redisolverá 
y agregará nuevamente d conjunto).  So- 
bre la base de este dato, inézclese al 1í- 
quido del balón 4-5 veces el peso del rc- 
siduo de u n  adsorbente débil como la tic 

rra de diatoriieas (C:c>lite 545 (Jolins Man- 
villc, !tic. j, por ejeiiiplo ). adccuadainente 
1av;itio. 

I,lévese a sequedad in vacuo hasta 
total eval7oi acióri del disolvetite y obteri- 
cioii de i i n  producto pulverulento. 

Identifíqiiese este extracto cm&,  
que se puede conservar en el congelador 
o en la hcladcra. 

N.B.: Eii caso de optarse por un  sis- 
tciiia ex tractivo q u c  recurra al uso sucesi- 
v o  de varios disolvetites, iio es necesaric> 
desarmar el aparato ex tractor y desecar 
el marco. Es suficieiite perniitir el escu 
rritnicn to del disolveii te duran te la noche. 
En gerieral, el volumen rctciiido por la 
droga es in ínimo tren te al gran volumen 
extractarite utilizado y no interfiere en el 
cotnpor tamiento del disolven te aplicado 
a coi1 tinuación, si se emplean disolveai tes 
SU cesivos de  polaridad relativantetite cer- 
cana. Una serie práctica es la siguiente: 
Hexano - Benceno - Diclorometano - Clo- 
roformo-Etanol(99: 1 ) -  Acetato de Etilo - 
Acetona - Etanol. 

Fraccionanziento del extracto crudo 
Empaquétese el extracto crudo, pre- 

parado como se describiera, en uria co- 
lumna de vidrio provista de robiriete, de  
un 1;irgo que corresponda a 3-5 veces su 
diámetro. Sígase, según el caso, una de 
las dos técnicas que se describen. 

Caso de  extractos producidos si- 
guiendo una serie elutrópica. l .  Abrase el 
robinete y agréguesc poco a poco a la co- 
lumna el disolvente utilizado al preparar 
el extracto a fraccionar (disolvente 1) 
hasta que éste alcance e! iiivel de  I mm 
por encitna dc la colunitia. Calcúlese el 
voluirien agregado (volumen muerto). 

2. Agrégiiese poco a poco uii volu- 
meii rnucrto de  otro disolvente (disolven- 
te 2) cie poI;ii-idad iriayor, y recí)jase un  
volurricn muerto del eluido (fracción 1 / 



Acta Farmacéutica Bonaerense - Vol. 4 No 1 - Año 1985 

disolvente 1) .  
3. Agréguese poco a poco un  volu- 

men rnuerto de  un  disolvente de polari- 
dad mayor (disolvente 3 )  y recójase un  
volumen muerto del eluído (fracción 2 / 
disolven te 2). 

4 .  Continúese de la misma forma 
hasta que se llegue al disolvente de máxi- 
ma polaridad (v. gr. etanol). Sea con éste 
o con cualquier otro disolvente, opérese 
con el último de la siguien te manera: 

a )  Agréguese poco a poco un volu- 
men muerto del disolvente N. Recójase 
un  volumen muerto de eluído (fracción 
N-1 /disolvente N-1).  

b)  Agréguese poco a poco otro vo- 
lumen muerto del disolvente N. Recójase 
un  volumen muerto de eluído (fracción 
N/disolvente N).  

Caso de extractos polares. Cuando 
el únicci extractante del material vegetal 
haya sido u n  disolvente polar. 

1. Empaquétese el extracto crudo 
descripto en una columna como antes se 
expresara. 

2. Agréguese a la columa el primer 
dkolvente (no  polar) de una serie elutró- 
pica i i as~a  que éste alcance el nivel de 1 
mm por encima de la columna. Calcúlese 
el volumen agregado (volumen muerto). 
Procédase a contitiuación con toda la se- 
rie siguiendo los pasos 2 a 4 del caso an- 
terior. 

Análisis de extractos y fracciones 
Crornatografía Bn capa fina. 1. Fase 

*:stacionaria: Silicagel 60 F254 (E.Merck), 
sobre un soporte de lámina de aluminio 
o plástico. Plaquitas de 20 mm x 66 mm. 
Deben sembrarse en forma de punto y 
desarrollarse 5 cm. 

2. Fase móvil: selecciónese de  acuer- 
d o  con las características de  la muestra. 
La base del ensayo será el disolvente uti- 
lizado para preparar el extracto o la frac- 

ción de que se trate. En todos los casos 
u ti1 ícense sucesivamente tantas fases mó- 
viles como sea necesario para obtener las 
sustancias en posiciones de Rf no  menor 
de 0,20 ni mayor de 0,80. 

3. Desarrollo: colóquese la placa en 
un recipiente de 3 0  mm de diámetro inter- 
no  por 100 mm de altura, en el que se ha- 
ya colocado previamente la fase móvil has- 
ta u n  nivel de 2-3 nini. Tápese y déjese de- 
sarrollar. El desarrollo lleva 5-7 minutos. 

4. Revelado : 
a) Obsérvese el cromatogrania a la 

luz ultravioleta de 366 nm y márquense 
las manchas observadas. 

b) Obsérvese a la luz ultravioleta de 
254 nm y márquense las sustancias que 
absorben esa longitud de onda. 

c )  Rocíese el cromatograma con 
ácido sulfúrico concentrado y tómese 
nota de las sustancias que aparecen. 

d )  Colóquese el cromatograma en 
una estufa a 120 OC y déjeselo media 
hora. Tómese nota de las sustancias que 
aparezcan carbonizadas y de su concen- 
tración relativa. También de la eventual 
aparición de o tras sustancias coloreadas. 

5. Ajuste de la fase móvil (para a- 
quellos extractos que se desee fraccio- 
nar): efectúese una prueba con la fase es- 
tacionaria a utilizar en la columna, de la 
siguiente manera: 

a )  Colóquense unos 1 0  g de fase es- 
tacionaria en un  vaso de precipitación y 
sus~éndanse en cantidad suficiente (unos 
20 ml) de cloroformo como para formar 
una suspensión espesa. 

b) Sumérjanse en la suspensión dos 
portaobjetos limpios, adosados uno a o- 
tro. ~ e t k e s e l o s  inmediatamente y coló- 
queselos con la capa hacia arriba, sobre 
una mesa. 

c )  Déjese evaporar el cloroformo y 
siémbrense las ~ l a ~ u i t a s  con las muestras 
a fraccionar. 
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d )  Desarróllense los cronlatogrmias 
con las fases móviles seleccionadas eri 2. 
De acuerdo con el resultado obtenido, 
modifíq uese la polaridact de las ni ismas 
para posicionar las sustancias cii los Kf 
requeridos. 

e )  Utilícense estos últirrios datos 
corno guía para inferir aproxitnad:ririente 
el voluinen d e  retención de las sust;iiicias 
al desarrollar la crornatografía en coluni- 
n a:  

VR '  = Vi3 - V, 
VR' = V ,  ( 1  - K f )  / 1% 

v0: Volumen muerto de la colurniia 
VR.  Volumen de retencibn de la sustancia 
VR'. Voliinieri de retenci0n corregido 
K f .  El que corresponde a 1'1 sustaricia, con  la 

~riisrna fase móvil. 

Subdivisión de las fracciones por 
cromatograf ía prepara tiva e n  columna. 
Se utiliza la técnica de la crc)tiiatografía 
" r e l án ipag~"~  , adaptada para ex trac tos 
complejos de  origen vegetal. Se Lisa uria 
columna de vidrio grueso, provista dc u- 
na llave eii la parte inferior y d e  uiia bo- 
ca  esrrierilada (hembra) en 1;i parte supe- 
rior, a la que se adosa uri tapbn esmeri- 
lado (maclio), con una entrada coiiec ta- 
d a  a una fuente de aire comprimido a 
2-3 atin. El tapón estará uriiclo a la co- 
lumna por dos resortes cuya tensi;>ii sea 
tal que permitan la apertura del iiiisrrio 
en caso de sobrepresión. 

1 .  Selecciónense como antes se ex- 
presara tantas fases rii0viles para uso s ~ i  
cesivo como para que el ~ompotit ' t i  te rric 
nos polar muestre u n  Kf riienor qiic 0.8 cn 
la primera y el m k  polar un t+ iiiayoi- dc 
0,3S en la última de  las fases sclecciona- 
das. 

2. Calcúlese el residuo neto de la 
fracción a sembrar, que estará evaporado 
sobre 4-5 veces su peso de u n  polvo iner- 
te (u gr. Celite 545). Multiplícluesr por 
20 este valor para obtener el peso total 

de fase estacionaria a utilizar. 
3. Calcúlese el volumen a ocupar 

por l a  fase estacionaria (en ml)  multipli- 
cando x 2 el peso en gramos de la misma. 

4.  Cdcúlese el volurnen real de la 
colutniia especial de  vidrio a utilizar, par- 
tiendo del Iiecho de que su volumen de- 
be triplicar el volumen a ociipar por la 
fase estacionaria. 

S. Calcúlese el diá~rietro de la colum- 
ri a a ii ti1iz;ir partierido del volumen de la 
fase estacionaria, sobre la baie de que su 
cliátrie tro de be ser aprox irnadamente 
11 1 O de su altura. 

(Ejemplo: Para una fracción de 1 g 
de peso neto (peso i- adsorben te inerte - 5 g) se requieren 20 g de fase estacio- 
naria, que se colocarán en una columna 
de 1,7 cm de diámeti-o, eri la que ocupa- 
ran 18.5 ciri de ;iltura (equivalente a un  
volurrieri aproxinlado de 40  inl). La co- 
luiiitta dc vidrio deberá tener u n  largo de 
55 ciri). 

6. (:o11 la colunina seca, colóquese 
en el fondo i i i i  pequeíio tapóti de algo- 
dbti bien corriprimido. 

7. Empaquétese la columna de la si- 
guicritc m;iiicra: 

a )  Usese como fase estacionaria sili- 
cagel especial para capa fina (sin yeso). 

b) Agréguese la can tidad calculada, 
en bajo la forma de  fino chorro. 

c )  Coii la llave abierta, golpéese sua- 
veirieilte 1;i coliimria sobre la mesa man- 
teiiiéiidol;~ vertical, para facilitar su em- 
piiquctadu. C:ompáctesela tiasta que se 
note u tia 1x1 íiiirn;~ fluidez en el movirnien- 
to t ic  las partículas. 

8. Colbq~iese la coluinna en u n  so- 
por-te adecuado que rio sea afectado por 
vibracioiies. Agrégucse cuidadosamen te 
u11 vo lu~ne~ i  conocido de la primera fase 
mhvil elegida, liasta Ilcriar la columna. 

9. 'l'ápese la coluinria y trábese la 
t;tp;l ~ 0 1 1  10s resortes. Con la llave total- 
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niente abierta, aplíquese la máxima pre- 
sibil de  aire compatible con la seguridad 
y liágase fluir la fase móvil, recogiéndola 
en un recipieri te adecuado. Vuélvase a re- 
circular la fase recogida hasta que se ob- 
serve que de la coluinna se ha  desalojado 
todo el gas ); que presenta un aspecto ho- 
mogéneo. (Por lo general es suficiente 
con recircular la fase móvil una vez; esta 
fase puede utilizarse posteriornien te para 
desarrollar la croma tografía). 

10. Hágase fluir toda la fase inóvil 
remanente eri la parte superior de la co- 
lurnna y detener el flujo cuando quede 4- 
5 mm por encima d e  la fase estacionaria. 
Calcúlese por diferencia el volumen muer- 
to  de fase móvil de  la coliimna. Ciérrese 
la llave inferior y destápese la columna. 

11.  Siémbrese 1;i columa dc  la si- 
guiente nianera: La muestra, que deberá 
estar depositada sobre material inerte, se 
agreagirá cri la forma de  fino cliorro so- 
bre la fase nibvil reinanente en la parte 
superior de la coluniria. Si se observara 
que  ésta no es suficiente para humectar 
todo el conjunto, deberá agregarse ma- 
yor cantidad, cuidando siempre no re- 
basar el material sembrado. 

3 2. Agréguese fase nibvil cuidados;i- 
mente hasta 1-2 iniii de altura. Abrase al 
máximo la llave de la columna y déjese 
fluir a prcsión hidrostácica, Iiasta que la 
fase móvil llegue al ras de la coluinna. 
Repítase la operaci6n dos o tres veces. 

13. Llénese la co lum~ia  coi1 la fase 
rn¿vil. Tápese y fíjense los resortes de  su- 
jeción. Aplíquese una presión de aire de 
entre 0,5 y 3 ,S atin. 

14. Regúlese 1i1 llave inferior para 
ob te~ier  iin fliijo lineal de 0,l  a 0.4 cm 
por minuto. Desécliesc cl prinier volu- 
men muerto cle fase rnóvil. 

15. Comibncese a colectar fraccio- 
nes. El volumen aproxi~nado a recoger 
por fracción es el siguiente: 

diámetro de 
columna 
1,7 cm 
2,5 cm 
5,0 cm 

volumen 
por fracción 

1,2-2,5 m1 
2,5-5,O m1 
10-20 m1 

16. Continúese la colección de a- 
cuerdo con la inforniación preliminar ob- 
tenida por cromatografía en capa fina 
Debe tenerse en cuenta que las sustancias 
qiie tenían u n  R f  de 0,5 a 1 saldrán de la 
columna con el s i p i en t e  volumen muer- 
to agregado. Las sustancias con R f  0,33 
a 0,50 eluirán con el próximo volumen 
muerto (en esta etapa conviene recoger 
fracciones de voliimeti doble del tabula- 
dor). Si por complejidad de la muestra 
debe recurrirse a una segunda fase móvil 
más ~ o l a r ,  deberá presumirse el compor- 
tamiento del sistema guiándose por el 
croina trograina en capa fina correspon- 
diente. Al cambiar la fase móvil debe re- 
ducirse nuevaniente el volumen de las 
fr;icciones. 

17. Ensáyense las fracciones por cro- 
rnatografía eii capa fina. Si eluyeron to- 
dos los cotnponenetes esperados, desar- 
mar el conjunto. 

Purificación de las sustancias por 
cromatograf ía preparativa de  alta perfor- 
mance (CLAP). Deberá utilizarse iin cro- 
ma tógrafo líquido con válvula de inyec- 
ción de tipo de  rulo intercambiable. Du- 
rante las operaciones analíticas se opera- 
rá con un rulo de 1 0  Durante las ope- 
raciones preparativas se cambiará por u n  
rulo de 0,5 inl. 

Deberá estar provisto de  u n  detector 
de índice de refracción, del que deberá 
de terniin arse previamente el volumen 
muerto de  salida (volumen comprendido 
entre la celda detectora y el extremo del 
nibo de  salida final d e  efluyente). 

Se operará utilizando una fase esta- 
cionaria cctnpiiesta por una columna se- 
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mipreparativa de unos 12 mm de diárne- 
a o  por 25 cm de largo, rellena de Silica- 
gel de 10 pm de diámetro de partícula, 
de acuerdo a la siguiente secuencia: 

1. Opérese con una solución al 2 % 
de la fracción a purificar. 

2. Sobre la base de las propiedades 
croma togáficas de la fracción a purificar, 
selecciónese una fase móvil adecuada que 
lleve el tiempo de retanción de la sustan- 
cia principal a un  valor que esté entre el 
doble y el cuádruple del tiempo muerto 
del sistema. Ello trabajando con el inyec- 
tor de volumen pequeiio y con el detec- 
tor a la máxima sensibilidad admisible. 

3. Regístrese el cromatograma ideal 
y estúdiese la forma de los picos de cada 
sustancia Cuando estos aparenten ser pu- 
ros, determínese el tiernpo de comienzo 
y fin de salida de cada uno. Cuando haya 
picos superpuestos, determínese los pun- 
tos de  inicio y fin de colección para ob- 
tener fracciones puras. 

4. Cámbiese el rulo del inyector por 
el de 0,5 ml. Colóquese el detector a la 
mínima sensibilidad y regístrese el cro- 
matograma de la fracción. - 

5. Determínese la concordancia de 
los tiempos antes calculados y eventual- 
mente corríiaselos adecuadamente. 

6. calcúlese el tiempo muerto de sa- 
lida sobre los datos del volumen muerto 
de salida y del flujo a utilizar. 

7 .  Efectúese una inyección prepara- 
tiva y estése atento al registrador. Cuan- 
do 1; aguja llegue a los iui~tos predeter- 
minados, tómese nota de la hora. 

8. Efectúese la operación programa 
(comienzo de colección, fin de colección, 
cambio de tubo o descarte) luego de - 
transcurrido el tiempo muerto de salida 
para cada punto. 

9. Repítanse las cromatografías pre- 
parativas tantas veces como sea necesario 
para fraccionar la niuestra. 

10. Reúnanse las fracciones equiva- 
lentes de las diferentes corridas efectua- 
das. 

11. Utilizando el inyector con el ru- 
lo 10  pl, determínese con el mismo siste- 
ma la pureza cromatográfica de las frac- 
ciones obtenidas. 

División de las fracciones 
De cada fracción de interés, deter- 

rnínense las cantidades necesarias (a) pa- 
ra el fracciorianiiento o los ensayos quí- 
micos y (b)  para los ensayos biológicos. 

Si la fracción ha sido llevada a se- 
quedad sobre un  material inerte, tómese 
la cantidad del mismo que contenga lo 
necesario para el ensayo biológico. Elú- 
yase del soporte empleando un disolven- 
te apropiado, el que se percolará a través 
del polvo hasta obtener una solución a- 
decuada, que contenga todos los compo- 
nentes detectados (lo que se confirmará 
por cromatografia). De termínese, llevan- 
do a sequedad una alícuota de la misma, 
el residuo seco total correspondiente a la 
solución en cuestión (el residuo de la alí- 
cuota deberá redisolverse y agregarse a la 
solucióri). 

Vehiculización de las fraccbnes para en- 
sayos biológicos. 

Coprecipitación de fracciones. 
1. Colóquese en un mortero una 

cantidad de povidona de PM 27000 (v. 
gr. Kollidon 25 BASF) equivalente a 4-5 
veces el residuo seco de la solución ante- 
rior. Prepárese un coprecipitado con el 
residuo por medio de una de las siguien- 
tes opciones, de acuerdo con las caracte- 
rísticas de la solucióli obtenida1 : 

a) Si el disolven te es polar (me tanol, 
etanol o acetona), agréguese poco a poco 
la solución del residuo a coprecipitar, 
~iiientras se tnalaxa con el pilón, hasta 
obtener la disolución de la povidona en 
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el extracto. 
b) Si el disolvente es medianamente 

polar o no polar, disuélvase la povidona 
en cantidad suficiente de  etanol, metano1 
o acetona. Dilúyase el extracto a copreci- 
pitar en cantidad suficiente de su propio 
disolvente hasta hacer un volumen 100 
veces superior al de la solución de povi- 
dona. Agréguese ésta, mientras se agita 
vigorosamente, sobre el extracto diluído. 

2. d lévese a sequedad la rnezcla de 
las soluciones por medio de un evapora- 
dor rotativo, in vacuo, primero leritamen- 
te y más rdpidamente a medida que se 
espesa el residuo. Continúese la opera- 
ción hasta peso constan te. 

Coprecipitación de extractos crudos 
polares. En el caso de  estos extractos, o-  
pérese como sigue2 : 

1. Colóquense en un mortero 0,5 g 
de povidona de PM 27000 por cada g de 
material vegetal original. 

2. Disuélvase la povidona agregando 
poco a poco el extracto crudo, mientras 
se malaxa con el pilón. 

3. Llévese a sequedad en un evapo- 
rador rotativo, in vacuo, operando como 
se indicara más arriba. 

Dispersión de los coprecipitados. 
Salvo que pruebas biológicas anteriores 
demuestren el requerimiento de otras 
concentraciones, dispérsese el coprecipi- 
tado en cantidad suficiente de agua des- 
tilada o solución fisiológica, para hacer 
1 m1 de solución por gramo de material 
vegetal desecado. De cualquier manera, 
a menos que se trate de sustancias puras, 
utilícese siempre el tipo de  relación indi- 
cado (i. e. unidad de peso equivalente de 
material vegetal por unidad de volumen 
de solución a administrar). 

DlSCUSlON 

La compleja composición química 
de los vegetales, unida a las múltiples va- 

riantes posibles para su extracción, com- 
plica los métodos posteriores de análisis 
y fraccionamiento, que resultan en gene- 
ral más arte que ciencia. Ello es aún más 
cierto en los casos en que se pretende un  
fraccionamiento exhaustivo unido al uso 
de la tecnología adecuada para obtener 
dispersiones acuosas de  cada fracción 
con el objeto de seguir unaseterminada 
actividad farmacológica en un modelo 
biológico animal. 

El normalizado de la técnica extrac- 
tiva permite a su vez la normalización de 
los procedimientos de análisis, fracciona- 
miento y aislamiento. Facilita asimismo 
la utilización de una tnetodología ade- 
cuada para seguir paralelamente los ex- 
tractos y fracciones, tanto desde el punto 
de vista químico como farmacológico. La 
normalización de los métodos de vehicu- 
lización de extractos y fracciones, además 
de asegurar una adecuada vehiculización, 
permite seguir las actividades biológicas 
con una mayor seguridad en cuanto a la 
absorción por los animales de experimen- 
tación, así como la comparación de la 
magnitud de la actividad entre diferentes 
extractos y fracciones provenientes del 
mismo tronco. 

La experiencia recogida durante los 
últimos años, basada en la aplicación del 
método de fraccionamiento descrip to, 
permite hacer algunas afirmaciones cate- 
góricas en cuanto a la inetodología em- 
pleada. 

Equipo y método de extracción 
La ex tracción sucesiva con disolven- 

tes de polaridad creciente. cuando se ha- 
ce exhaustiva para cada uno,  resulta e n  
una eficiente separación de los conipo- 
nentes presentes en el material vegetal. 
La extracción continua durante 30-50 
horas determina la extracción de las sus- 
tancias solubles en el disolvente usado, 
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mientras quedan en el material vegetal 
las sustancias insolubles. Además, e f u s o  
del equipo en las condiciones propuestas 
lleva a una excelente productividad en 
cuanto las extracciones se efectúan cori 
mayor rapidez y eficiencia y a un  menor 
costo. La evaporación sobre celite evita 
tener que operar a posteriori con extrac- 
tos viscosos o gomosos, que ofrecen una 
superficie muy reducida para disolucio- 
nes posteriores. La gran superficie que 
presenta el celite determina que todos 
los componentes de  la solución queden 
adecuadamente expuestos a la acción 
posterior d e  los disolventes (u. gr.: sobre 
la base de  un  niaterial de  una superficie 
específica de  5,O m2 /g, se depositarían 
unos 4,O pg d e  sustancia por cm2 de  ma- 
terial inerte). 

Fraccionamiento 
El siibfraccionarniento de extractos 

adsorbidos en celite por medio de  volú- 
menes sucesivos d e  disolventes de polari- 
dad creciente y su análisis posterior mues- 
tra que la composición de los extractos 
varía espectacularmente de uno a otro, 
l o  que indica una  eficiente subdivisión. 
Ello se explica por la baja capacidad ad- 
sorbente del celite y por su gran superfi- 
cie específica. Así, se produce una rápida 
disolución de las sustancias muy solubles 
en el disolvente utilizado. Debido al po- 
c o  volumen con que se opera con cada 
uno,  las sustancias menos solubles en el 
primer disolvente quedan en la columna 
e irán saliendo sucesivamente en  función 
de  su afinidad con los disolventes que se 
utilicen a continuación. 

Debe señalarse que el proceso que 
rige la separación no puede denominarse 
~ r o m a t o ~ r á f i c o .  Cada sustancia se en- 
cuentra simplemente depositada sobre el 
celite y es retenida por un proceso d e  fil- 
tración en tanto permanezca al estado 

sólido, pero escapando al niismo una vez 
disuelta. No se produce, entonces, el fe- 
nómeno de  afinidad por ambas fases, re- 
querido por la cromatografía. Tampoco 
el procediniiento operativo es el clásico 
d e  la cromatografía, ya que los solutos 
están dispersos de manera equivalente en 
toda la columna. El celite, más que una  
fase estacionaria representa un soporte 
niecánico de los sólidos a disolver. 

Con respecto a esta metodología. se 
ofrecen dos variantes. La primera se refie- 
re a la extracción a partir del vegetal uti- 
lizando una serie elutrópica de  disolven- 
tes. La segunda al fraccionamiento d e  un 
extracto crudo alcohólico por el mismo 
procedimiento. Esta últinia variante es 
más aplicable, pues permite un primer 
ensayo biológico de un extracto polar (el 
niás afín a una infusión), el cual, confir- 
niada la supuesta actividad, puede pasar 
directamente a ser fraccionado. 

Análisis d e  extractos y fracciones 
En cuanto a los niétodos de análisis 

de las fracciones, el más prjctico y versá- 
til consiste en la aplicacióti de la croma- 
tografía en capa fina, de  acuerdo a la téc- 
nica que se detalle en la parte experimen- 
tal. Sin embargo, la actividad observada 
entre la silicagel destinada a la prepar-a- 
ción de placas de capa fina y la que com- 
pone los cromatofolios no  siempre es e- 
quivalente, por lo que conviene ajustar la 
fase mhvil final como se ha indicado, 
cuando el objeto de los ensayos es selec- 
cionar una fase líquida para columna . 

Croma tograf La preparativa 
Resulta muy práctica la adaptación 

que se describe del método de Clark Still 
e t  al. de crornatografía relámpago3 . En 
este caso, la crornatografía había sido 
prevista por los autores para ser aplicada 
con moderada resolución a la separación 
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d e  sustancias de síntesis. La necesidad d e  
hacer el procedimiento aplicable a mez- 
clas de  productos naturales, generalmen- 
te más complejas que las de un proceso 
de  síti tesis, obliga a recurrir a un material 
niás dividido como la silicagel de  capa fi- 
na  y a una cuidadosa regulación del flujo. 
Por otra  parte la fase estacionaria, usada 
en un  proceso de  columna perniite utili- 
zar un  flujo lineal idéntico a l  de capa fi- 
na  sin pérdida de eficiencia. Por la iiiisma 
razón, el sistema permite una fácil pre- 
dicción del comportamiento de la colunl- 
na a partir d e  ensayos previos en capa fi- 
na. El uso de  cromatofolios, que poseen - .  
inayor resolución que el material para 
preparar las capas en el laboratorio, per- 
mite a su vez economizar en costos redu- 
ciendo el tamaño de  las placas usadas. 
Sin erribargo se presenta conio inconve- 
nien te la dispar actividad entre las fases 
estacionarias, que se resuelve con el ajus- 
te de  la fase móvil a usar como se expre- 
sara más arriba. 

En cuanto a la introducción de la 
muestra, la operación por fracciones eva- 
~ o r a d , i s  sobre un p ~ l v o  inerte tiene la 
v e n t ~ j ~ i  de  permitir la iricorpor'tción de 
mezclas de  sustancias que no siempre son 
todas afilies a la fase móvil. Además, la 
baja actividad del material inerte optiini- 
za  la siembra de  la colunina. 

Por último, coriviene considerar que 
la técnica adoptada represen ta una  consi- 
derable ventaja sobre la crotnatogafía 
clásica de  columna abierta. Su velocidad 
de  operación, unida a su buena resclu- 
ción, hacen que compita con 1 0 9  inoder- 
nos sistenias de  crornatografía ;I alta pre- 
sióii, y permita a I ; i  vez utilizar iriateria- 
les clásicos y ecunbrnicos. Correctamente 
aplicado. el periiiite con- 
cluir una crornatografía preparativa en 
2-3 horas, contra las innumerables lloras 
r e q i i e n d ~ s  por las columnas a presión hi- 

drostática. 

Cromatografía d e  alta performance pre- 
parativa. 

Esta operación no será necesaria 
cuando las fracciones deniuestreii poseer 
un solo componente. Sólo se justifica su 
u tilización: 

a )  Cuarido haya varios productos in- 
separables por  los otros  métodos. 

b) Cuando sea iiriprescindible una 
alta purificación para el análisis espectros- 
cópico instrumental. 

C )  Cuando, demostrada la presencia 
de  una deterniinada actividad biolbgica, 
surja la posibilidad de que la misma sea 
debida no al producto priricial sino a una 
impureza presente. 

Tiene la  ventaja de  proveer un pro- 
ducto puro en  un tiempo breve y la des- 
ventaja de ser poco útil, en las condicio- 
ties descrip tas, para preparar grandes can- 
tidades d e  sustancia. 

Dispersión y pri~ebas biológicas. 
La ii tilidad del mí. todo original de 

vehicu1iz:ición con povidoiia ha  sido re- 
marcada por Farrisworth' . Dicha técnica, 
a la vez, ha sido perfeccionada para ha- 
cerla aplicable a extractos crudos2. Am- 
bos procedimientos Iiasn demostrado4-' 
sil utilidad para adiniriistrar fácilmente 
las sustancias o los extractos a pequeiios 
aiii~riales d e  experimentación, tanto por 
vía oral como parenteral, y en este últi- 
m o  caso a través de agujas de mínimo diá- 
metro interno (0,2 mni). Las sustancias 
ensayadas demostraron ser rápidamente 
absorbibles y el excipiente se demostró 
inocuo aún tras un mes de elisayos dia- 

rios'. Ello no  hizo más que confirmar 
10s datos disponibles acerca de  su escasa 
toxicidad6. 

En cuanto al seguimierito d e  la ac- 
tividad biológica. la única manera prác- 
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tica de  seguirla a través de sucesivos frac- 
cionamiento~ es disponer de dos solucio- 
nes paralelas: a )  una apta para ser inyec- 
tada a 1 os animales de  experimentación y 
b) otra equivalente adecuada para ser a- 
nalizada químicamente o fraccionada. La 
c& tidad d e  cada una deberá ser de termi- 
nada en cada caso. 

Un correcto seguimiento de  la acti- 
vidad debe proveer una indicación semi- 
cuantitativa de ésta, l o  que obliga a plan- 
tearse la forma de comparar diferentes 
extractos y fracciones entre sí. La forma 
de enfocar el problema consiste en esta- 
blecer la relación gramos de material ve- 
getal desecado (que dieran origen a la to- 
talidad de la fracción o sustancia en cues- 
tión) / mililitros d e  solución ensayada. 
De esta manera. para cualquier fracción 
o sustancia se puede establecer la rela- 
ción dosis / respuesta en g de material ve- 
getal por kg de animal de experimenta- 
ción, independientemente de la fracción 
o sustancia a que dieran origen. Efec tuan- 
do  la comparación de esta manera. aque- 

llas fracciones o sustancias con dosis e- 
fectivas similares a las de los extractos 
que les dieron origen, serán las que po- 
sean la(s) sustaiicia(s) activa(s). Si varias 
fracciones del mismo extracto demues- 
tran poseer actividad, deberá tenerse en 
cuenta el rendimiento de cada una. Así, 
por e jen i~lo ,  si dos fracciones poseen la 
misma dosis efectiva 50 (DE50), la más 
activa será la de menor rendimiento. 

Merece señalarse que con la meto- 
dología descripta es posible ensayar ex- 
tractos crudos en ratón en dosis de 5-1 0 g - 
de material vegetal por kg de peso, lo que 
representa de quince a treinta veces la 
dosis diaria humana cuando se consumen 
plantas medicinales. 
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