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RESUMEN. Se describe un método para operar con material vegetal, utilizable siste-
maticamente en su extraccion y fraccionamiento y en la vehiculizacién de extrac-
tos, fracciones y sustancias aisladas. El método de extraccibén se basa en la perco-
lacién continua por medio de un sistema de reciclado de cada disolvente, combina-
do con el uso sucesivo de disolventes de polaridad creciente, obviando retirar y eva-
porar el marco con cada cambio. Los extractos son llevados a sequedad sobre un
polvo inerte y se fraccionan por la accion de disolventes de polaridad creciente so-
bre los solidos asi 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 asi sembrados son separados por croma-
tografia relampago. Todas las operaciones son seguidas por cromatografia en capa
fina con ayuda de minicromatofolios, que también se utilizan para calcular el volu-
men de retencién de las sustancias en las columnas. Para la purificacion eventual de
alguna fraccién especialmente dificultosa, se recurre a la cromatografia de alta per-
fomance preparativa. Ademas se describe la técnica adaptada para la vehiculizacion
de extractos y fracciones por medio de la coprecipitaciéon con povidona y dispersién
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 sistematicamente con diversas mues-
tras vegetales en la bisqueda y aislamiento de sustancias farmacolégicamente activas.
La adopcidn de un sistema extractivo liquido/sélido, unido a la facil disponibilidad
de las sustancias cuando se hallan depositadas sobre un material inerte, permite pro-
ducir fracciones de alta concentracién, con el correspondiente ahorro de tiempo y
disolventes. ~

ABSTRACT. “Standard Method for the Systematic Preparation and Fractionation
of Plant extracts to trace their Pharmacological Activity and for Chemical Study”.
A method is described for the systematic extraction, fractionation and vehiculiza-
tion of plant material with the object of following its pharmacological activity along
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 increasing polarity. The
marc is not evaporated when changing solvents. All the extracts are taken to dryness
on an inert powder and, after that, fractionated by using low volumes of solvents of
increasing polarity, the eluted from each being cut 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 put on top of a column and subdivided by using
flash chromatography. All the operation is controled with minichromatofolia: ad-
sorption chromatography serves also to calculate the retention volumes and to mo-
nitor the columns. The eventual purification of any difficult sample is carried out
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. It is based in coprecipitation with povidone and allows for the simulta-
neous monitoring of their pharmacological activity. The method thus standarized
permits to operate systematically in the analysis of plant material to look for and
isolate biologically active substances. The adoption of a liquid/solid extraction sys-
tem, together with the facile disponibility of all substances due to their deposition
on an inactive powder, allows for the preparation of concentrated fractions with
the advantage of saving both time and solvents.

INTRODUCCION

El enfoque dado por la etmofarma-
cognosia permite encarar el estudio de
las especies vegetales con una alta proba-
bilidad de hallar sustancias con actividad
farmacologica. El mismo se basa en la
elaboracion de hipotesis de actividad bio-
logica en funcion de los datos colectados
por etnobotanicos 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 farmacos a un
costo mucho menor que el de sintetizar
y ensayar sustancias al azar. La etnofar-
macognosia permite confirmar una de-
terminada (supuesta) actividad biologica
en una planta y rastrear dicha actividad
hasta hallar la sustancia responsable de
la misma.

Sin embargo, esto no es suficiente.
La investigacion de plantas potencialmen-
te medicinales con el objeto de desarro-
llar nuevos farmacos plantea una serie de
requisitos que en general los diferentes
métodos utilizados cumplen solo parcial-
mente:

a) La preparacion de extractos que
sean exhaustivos.

b) La obtencion de extractos y frac-
ciones que no se adhieran a los recipien-
tes, dificultando su solubilizacion o redi-
solucion.

¢) La utilizacion de métodos nor-
malizados que permitan la exacta repeti-
cion de las experiencias.

d) La adopcion de sistemas de ex-
traccion continuos y susceptibles de ser
operados a baja temperatura.

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

fy La utilizacion de sustancias y téc-
nicas adecuadas (y normalizadas) que
permitan dispersar fracciones (atin las no
polares) en disolventes acuosos, con el
objeto de facilitar el ensayo farmacologi-
co en animales de laboratorio.

g) La adopcion de procedimientos
en paralelo, claramente disefiados, que
permitan a la vez tanto el fraccionamien-
to quimico como el seguimiento de la ac-
tividad biologica de las fracciones.



Es evidente que, sin un procedimien-
to de laboratorio que obvie todos estos
problemas y a la vez permita llevarlo fa-
cilmente a mayor escala, no podria enca-
rarse nunca el importante asunto de la
seleccion e investigacion de especies ar-
gentinas para su uso industrial en tera-
péutica bajo la forma de nuevos y origi-
nales farmacos.

En la mayor parte de los casos en
que se preparan extractos vegetales par-
tiendo de mas de 2 kg de material vegetal,
el problema principal radica en la mani-
pulacion de grandes volimenes de liqui-
dos. Asi, quienes optan por procedimien-
tos de percolacion discontinuos enfren-
tan dos circunstancias desfavorables:

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

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

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

a) Ofrece muy poca superficie a los
agentes disolventes.

b) Obliga a trabajar en enormes re-
cipientes cuando se pretende una extrac-
cion liquido/liquido (sin mencionar las
pocas mezclas que ofreceran 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 tco-
ricas, se desarrollo un método eficiente y
economico. El mismo se ajusto en expe-
riencias de ensayo y error a lo largo de
los Gltimos quince afios.

El procedimiento se basa en todas
sus etapas en extracciones liquido/sélido
y en la utilizacion en las primeras etapas
de sistemas de extraccidon continuos que
aumentan la eficiencia y disminuyen los
volimenes a manejar.
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También fueron solucionadas las di-
ficultades de vehiculizacion de los extrac-
tos o fracciones de tal manera que pue-
dan ser administrados oral o parenteral-
mente, en un vehiculo acuoso, a los ani-
males de experimentacion. 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 crudos?.

Consideramos que el procedimiento
general propuesto cumple con los objeti-
vos anteriormente enunciados y simplifi-
ca sustancialmente la investigacion far-
macologica de los vegetales.

MATERIALES Y METODOS
Equipo extractor

Armese un extractor como el que se
esquematiza en la Fig. 1. Constara funda-
mentalmente de un balon calentable (re-
servorio del disolvente y del extracto), u-
na columna cromatografica cilindrica de
largo igual a 3-5 veces el diametro y un
refrigerante. Eventualmente, y segn el
tipo de constuccion, el conjunto deberia

Jesi . Cobertura
] celulosica

MATERIAL
EN POLVO

Figura 1. Extraccion en crudo.
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ser pasible de operar a presion reducida.
(Ejemplo: con un balon de 20 | debe uti-
lizarse una columna de 15 cm x 40 ¢m
(7 1). El refrigerante debe ser capaz de
condensar de 0,252 0,50 ml por segundo).
Una medida practica puede ser la de
agregar al equipo cualquier ingenio que
anule el suministro de energia al balon si
ocurre un corte del agua que alimenta al
refrigerante. Ello permite abreviar el
tiempo de operacion, ya que se pueden
aprovechar las horas de la noche.

Preparacion de los extractos crudos

Coloquese una torunda comprimida
de algodén a la salida de la columna y
empaquétese en clla el material vegetal
desecado y pulverizado hasta polvo fino.
Clbrase la parte superior de la droga con
una capa de ca. 2 cm de algodon. Armese
el aparato y cérguese disolvente en el ba-
l6n en cantidad cinco a diez veces supe-
rior al péso de la droga a extraer (este vo-
lumen se puede reducir cuando se extraen
cantidades superiores a los 5 kg) (Fig. 1).

Héagase funcionar el exwactor a rit-
mo rapido durante 30 a 50 horas. Un flu-
jo practico, cuando se trabaja con volil-
menes de 10 a 20 livos, eselde 1 a 2 1i-
tros por hora.

Obtenido el extracto, retireselo del
aparato, preferentemente sin desarmarlo,
y paseselo a un evaporador rotatorio pro-
visto de un balon de tamafio adecuado
(en este caso 10 litros). Suele ser practico
un sistema que aspire la solucion del ba-
lon extractor y la pase directamente al
del evaporador.

Determinese el residuo seco total
de la solucioén llevando a sequedad una
alicuota de la misma (que se redisolvera
y agregara nuevamente al conjunto). So-
bre la base de este dato, mézclese al 1i-
quido del balon 4-5 veces el peso del re-
siduo de un adsorbente débil como la tie-

rra de diatomeas (Celite 545 (Johns Man-
ville, Inc.), por ejemplo). adecuadamente
lavado.

Llévese a sequedad in vacuo hasta
total evaporacion del disolvente y obten-
cion de un producto pulverulento.

Identifiquese este extracto crudo,
que se puede conservar en el congelador
o en la heladera.

N.B.: En caso de optarse por un sis-
tema extractivo que recurra al uso sucesi-
vo de varios disolventes, no es necesario
desarmar el aparato extractor y desecar
el marco. Es suficiente permitir el escu-
rrimicnto del disolvente durante lanoche.
En general, el volumen retenido por la
droga es minimo frente al gran volumen
extractante utilizado y no interfiere en el
comportamiento del disolvente aplicado
a continuacion, si se emplean disolventes
sucesivos de polaridad relativamente cer-
cana. Una serie practica es la siguiente:
Hexano - Benceno - Diclorometano - Clo-
roformo-Etanol(99:1)- Acetato de Etilo -
Acetona - Etanol.

Fraccionamiento del extracto crudo

Empaquétese el extracto crudo, pre-
parado como se describiera, en una co-
lumna de vidrio provista de robinete, de
un largo que corresponda a 3-5 veces su
diametro. Sigase, segin el caso, una de
las dos técnicas que se describen.

Caso de extractos producidos si-
guiendo una serie elutropica. 1. Abrase el
robinete y agréguese poco a poco a la co-
lumna el disolvente utlizado al preparar
el extracto a fraccionar (disolvente 1)
hasta que éste alcance el nivel de 1 mm
por encima de la columna. Calcllese el
volumen agregado (volumen muerto).

2. Agréguese poco a poco un volu-
men mucrto de otro disolvente (disolven-
te 2) de polaridad mayor, y recojase un
volumen muerto de! eluido (fraccion 1/



disolvente 1).

3. Agréguese poco a poco un volu-
men muerto de un disolvente de polari-
dad mayor (disolvente 3) y recojase un
volumen muerto del eluido (fraccion 2/
disolvente 2).

4. Contintiese de la misma forma
hasta que se llegue al disolvente de maxi-
ma polaridad (v. gr. etanol). Sea con éste
o con cualquier otro disolvente, opérese
con el tltimo de la siguiente manera:

a) Agréguese poco a poco un volu-
men muerto del disolvente N. Recojase
un volumen muerto de eluido (fraccion
N-1/disolvente N-1).

b) Agréguese poco a poco otro vo-
lumen muerto del disolvente N. Recojase
un volumen muerto de eluido (fraccion
N/disolvente N).

Caso de extractos polares. Cuando
el (nicd extractante del material vegetal
haya sido un disolvente polar.

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

2. Agréguese a la columa el primer
disolvente (no polar) de una serie elutro-
pica hasta que éste alcance el nivel de 1
mm por encima de la columna. Calctlese
el volumen agregado (volumen muerto).
Procédase a contnudcion con toda la se-
rie siguiendo los pasos 2 a 4 del caso an-
terior.

Andlisis de extractos y fracciones

Cromatografia 2n capa fina. 1. Fase
astacionaria: Silicagel 60 F254 (E.Merck),
sobre un soporte de lamina de aluminio
o plastico. Plaquitas de 20 mm x 66 mm.
Deben sembrarse en forma de punto y
desarrollarse 5 cm.

2. Fase movil: seleccionese de acuer-
do con las caracteristicas de la muestra.
La base del ensayo sera el disolvente ut-
lizado para preparar el extracto o la frac-
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cién de que se trate. En todos los casos
utilicense sucesivamente tantas fases mo-
viles como sea necesario para obtener las
sustancias en posiciones de R¢ no menor
de 0,20 ni mayor de 0,80.

3. Desarrollo: coléquese la placa en
unrecipiente de 30 mm de diametro inter-
no por 100 mm de altura, en el que se ha-
ya colocado previamente la fase movil has-
ta un nivel de 2-3mm. Tapese y déjese de-
sarrollar. El desarrollo lleva 5-7 minutos.

4. Revelado:

a) Obsérvese el cromatograma a la
luz ultravioleta de 366 nm y marquense
las manchas observadas.

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

c) Rociese el cromatograma con
acido sulftirico concentrado y tomese
nota de las sustancias que aparecen.

d) Coléquese el cromatograma en
una estufa a 120 °C y déjeselo media
hora. Témese nota de las sustancias que
aparezcan carbonizadas y de su concen-
tracién relativa. También de la eventual
aparicibn de otras sustancias coloreadas.

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

a) Coloquense unos 10 g de fase es-
tacionaria en un vaso de precipitacion y
suspéndanse en cantidad suficiente (unos
20 ml) de cloroformo como para formar
una suspension espesa.

b) Sumérjanse en la suspension dos
portaobjetos limpios, adosados uno a o-
tro. Retireselos inmediatamente y colo-
queselos con la capa hacia arriba, sobre
una mesa.

c) Déjese evaporar el cloroformo y
siémbrense las plaquitas con las muestras
a fraccionar.
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d) Desarrollense los cromatogramas
con las fases moviles seleccionadas en 2.
De acuerdo con el resultado obtenido,
modifiquese la polaridad de las mismas
para posicionar las sustancias en los Re
requeridos.

e) Utilicense estos Gltimos datos
como guia para inferir aproximadamente
el volumen de retenciéon de las sustancias
al desarrollar la cromatografia en colum-
na:

VR' = VR — V,
VR’ =V, (1-Re) /R
Vo: Volumen muerto de la columna
VR: Volumen de retencién de la sustancia
VR’: Volumen de retencion corregido
R¢: El que corresponde a la sustancia, con la
misma fase movil.

Subdivision de las fracciones por
cromatografia preparativa en columna.
Se utiliza la técnica de la cromatografia
“relampago™?, adaptada para extractos
complejos de origen vegetal. Se usa una
columna de vidrio grucso, provista de u-
na llave en la parte inferior y de una bo-
ca esmerilada (hembra) en la parte supe-
rior, a la que se adosa un tapon esmeri-
lado (macho), con una entrada conccta-
da a una fuente de aire comprimido a
2-3 atm. El tapon estara unido a la co-
lumna por dos resortes cuya tension sea
tal que permitan la apertura del mismo
en caso de sobrepresion.

1. Seleccibnense como antes se ex-
presara tantas fases moviles para uso su
cesivo como para que el componente me
nos polar muestre un Re menor que 0.8 en
la primera y el mas polar un Re mayor de
0,35 en la Gltima de las fases selecciona-
das.

2. Calctiilese el residuo neto de la
fraccion a sembrar, que estara evaporado
sobre 4-5 veces su peso de un polvo iner-
te (v. gr. Celite 545). Muldpliquese por
20 este valor para obtener el peso total

de fase estacionaria a udlizar.

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

4. Calctilese el volumen real de la
columna especial de vidrio a utilizar, par-
tiendo del hecho de que su volumen de-
be triplicar el volumen a ocupar por la
fase estacionaria.

5. Calctilese el diametro de la colum-
na a utilizar partiendo del volumen de la
fase estacionaria, sobre la base de que su
diametro debe ser
1/10 de su altura.

(Ejemplo: Para una fraccion de 1 g
de peso neto (peso + adsorbente inerte
= 5 g) se requieren 20 g de fase estacio-
naria, que se colocarin en una columna
de 1,7 cm de didmetro, en la que ocupa-
ran 18,5 cm de altura (equivalente a un
volumen aproximado de 40 ml). La co-
lumna de vidrio deberé tener un largo de
55 cm).

6. Con la columna seca, coloquese
en ¢l fondo un pequeio tapon de algo-
don bien comprimido.

7. Empaquétese la columna de la si-

aproximadamente

guiente manera:

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

b) Agrégucse la cantidad calculada,
en polvo, bajo la forma de fino chorro.

c) Con la llave abierta, golpéese sua-
vemente la columna sobre la mesa man-
teniéndola vertical, para facilitar su em-
paquetado. Compactesela hasta que se
note una minima fluidez en el movimien-
to de las particulas.

8. Coloquese la columna en un so-
porte adecuado que no sea afectado por
vibraciones. Agréguese cuidadosamente
un volumen conocido de la primera fase
movil elegida, hasta llenar la columna,

9. Tapese la columna y trabese la
tapa con los resortes. Con la llave total-



mente abierta, apliquese la maxima pre-
sion de aire compatible con la seguridad
y hagase fluir la fase movil, recogiéndola
en un recipiente adecuado. Vuélvase a re-
circular la fase recogida hasta que se ob-
serve que de la columna se ha desalojado
todo el gas y que presenta un aspecto ho-
mogénco. (Por lo gcnera] es suficiente
con recircular la fase movil una vez: esta
fase puede utilizarse posteriormente para
desarrollar la cromatografia).

10. Hagase fluir toda la fase movil
remanente en la parte superior de la co-
lumnay detener el flujo cuando quede 4-
5 mm por encima de la fase estacionaria.
Calctlese por diferencia el volumen muer-
to de fase mévil de la columna. Ciérrese
la llave inferior y destapese la columna.

11. Siémbrese la columa de la si-
guiente manera: La muestra, que debera
estar depositada sobre material inerte, se
agreagara en la forma de fino chorro so-
bre la fase movil remanente en la parte
superior de la columna. Si se observara
que ésta no es suficiente para humectar
todo el conjunto, deberd agregarse ma-
yor cantidad, cuidando siempre no re-
basar ¢l material sembrado.

12. Agréguese fase movil cuidadosa-
mente hasta 1-2 mm de altura. Abrase al
maximo la llave de la columna y déjese
fluir a presion hidrostarica, hasta que la
fase movil llegue al ras de la columna.
Repitase la operacion dos o tres veces.

13. Llénese la columna con la fase
mévil. Tapese y fijense los resortes de su-
jecion. Apliquese una presion de aire de
enere 0,5y 1,5 atm.

14. Regtlese la llave inferior para
obtener un flujo lineal de 0,1 a 0,4 cm
por minuto. Deséchese el primer volu-
men muerto de fase méovil.

15. Comiéncese a colectar fraccio-
nes. El volumen aproximado a recoger
por fraccion es el siguiente:
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didmetro de volumen
columna por fraccion
1,7 cm 1,2-2,5 ml
2,5 cm 2,5-5,0 ml
5,0 cm 10-20 ml

16. Contintiese la coleccion de a-
cuerdo con la informacion preliminar ob-
tenida por cromatografia en capa fina
Debe tenerse en cuenta que las sustancias
que tenian un R¢de 0,5 a 1 saldran de la
columna con el siguiente volumen muer-
to agregado. Las sustancias con Ry 0,33
a 0,50 eluiran con el proximo volumen
muerto (en esta etapa conviene recoger
fracciones de volumen doble del tabula-
dor). Si por complejidad de la muestra
debe recurrirse a una segunda fase movil
mas polar, debera presumirse el compor-
tamiento del sistema guiandose por el
cromatrograma en capa fina correspon-
diente. Al cambiar la fase movil debe re-
ducirse nuevamente el volumen de las
fracciones.

17. Ensayense las fracciones por cro-
matografia en capa fina. Si eluyeron to-
dos los componenetes esperados, desar-
mar el conjunto.

Purificacion de las sustancias por
cromatografia preparativa de alta perfor-
mance (CLAP). Debera utilizarse un cro-
matografo liquido con valvula de inyec-
cion de tipo de rulo intercambiable. Du-
rante las operaciones analiticas se opera-
ra con un rulo de 10 ul. Durante las ope-
raciones preparativas se cambiara por un
rulo de 0,5 ml.

Debera estar provisto de un detector
de indice de refraccion, del que debera
determinarse previamente el wvolumen
muerto de salida (volumen comprendido
entre la celda detectora y el extremo del
tubo de salida final de efluyente).

Se operara utilizando una fase esta-
cionaria compuesta por una columna se-
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mipreparativa de unos 12 mm de didme-
tro por 25 cm de largo, rellena de Silica-
gel de 10 um de didmetro de particula,
de acuerdo a la siguiente secuencia:

1. Opérese con una solucién al 2 %
de la fraccion a purificar.

2. Sobre la base de las propiedades
cromatograficas de la fraccion a purificar,
seleccionese una fase movil adecuada que
lleve el tiempo de retancion de la sustan-
cia principal a un valor que esté entre el
doble y el cuddruple del tiempo muerto
del sistema. Ello trabajando con el inyec-
tor de volumen pequefio y con el detec-
tor a la maxima sensibilidad admisible.

3. Registrese el cromatograma ideal
y estidiese la forma de los picos de cada
sustancia Cuando estos aparenten ser pu-
ros, determinese el tiempo de comienzo
y fin de salida de cada uno. Cuando haya
picos superpuestos, determinese los pun-
tos de inicio y fin de coleccion para ob-
tener fracciones puras.

4, Cambiese el rulo del inyector por
el de 0,5 ml. Coloquese el detector a la
minima sensibilidad y registrese el cro-
matograma de la fraccion.

5. Determinese la concordancia de
los tiempos antes calculados y eventual-
mente corrijaselos adecuadamente.

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

7. Efectliese una inyeccion prepara-
tiva y estése atento al registrador. Cuan-
do la aguja llegue a los puntos predeter-
minados, tomese nota de la hora.

8. Efectiese la operacion programa
(comienzo de coleccion, fin de coleccion,
cambio de tubo o descarte) luego de
transcurrido el tempo muerto de salida
para cada punto.

9. Repitanse las cromatografias pre-
parativas tantas veces COMo sea necesario
para fraccionar la muestra.

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

~11. Utilizando el inyector con el ru-
lo 10 ul, determinese con el mismo siste-
ma la pureza cromatografica de las frac-
ciones obtenidas.

Division de las fracciones

De cada fraccion de interés, deter-
minense las cantidades necesarias (a) pa-
ra el fraccionamiento o los ensayos qui-
micos y (b) para los ensayos biologicos.

Si la fraccion ha sido llevada a se-
quedad sobre un material inerte, tomese
la cantidad del mismo que contenga lo
necesario para el ensayo biologico. El-
yase del soporte empleando un disolven-
te apropiado, el que se percolara a través
del polvo hasta obtener una solucion a-
decuada, que contenga todos los compo-
nentes detectados (lo que se confirmara
por cromatografia). Determinese, llevan-
do a sequedad una alicuota de la misma,
el residuo seco total correspondiente a la
solucion en cuestion (el residuo de la ali-
cuota debera redisolverse y agregarse a la
solucion).

Vehiculizacion de las fracciones para en-
sayos biologicos.

Coprecipitacion de fracciones.

1. Colbquese 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 solucion ante-
rior. Preparese un coprecipitado con el
residuo por medio de una de las siguien-
tes opciones, de acuerdo con las caracte-
risticas de la solucion obtenida' :

a) Si el disolvente es polar (metanol,
etanol o acetona), agréguese poco a poco
la solucion del residuo a coprecipitar,
mientras se malaxa con el pilon, hasta
obtener la disolucién de la povidona en



el extracto.

b) Si el disolvente es medianamente
polar o no polar, disuélvase la povidona
en cantidad suficiente de etanol, metanol
o acetona. Diliyase el extracto a copreci-
pitar en cantidad suficiente de su propio
disolvente hasta hacer un volumen 100
veces superior al de la solucién de povi-
dona. Agréguese ésta, mientras se agita
vigorosamente, sobre el extracto diluido.

2. Llévese a sequedad la mezcla de
las soluciones por medio de un evapora-
dor rotativo, in vacuo, primero lentamen-
te y mas rapidamente a medida que se
espesa el residuo. Contintiese la opera-
cion hasta peso constante.

Coprecipitacion de extractos crudos
polares. En el caso de estos extractos, o-
pérese como sigue? :

1. Coloquense 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 pilon.

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

Dispersién de los coprecipitados.
Salvo que pruebas biologicas anteriores
demuestren el requerimiento de otras
concentraciones, dispérsese el coprecipi-
tado en cantidad suficiente de agua des-
tilada o solucién fisiologica, para hacer
1 ml de solucion por gramo de material
vegetal desecado. De cualquier manera,
a menos que se trate de sustancias puras,
utilicese siempre el tipo de relacion indi-
cado (i. e. unidad de peso equivalente de
material vegetal por unidad de volumen
de solucion a administrar).

DISCUSION
La compleja composicion quimica
de los vegetales, unida a las maltiples va-
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riantes posibles para su extraccién, com-
plica los métodos posteriores de analisis
y fraccionamiento, que resultan en gene-
ral mas arte que ciencia. Ello es ain mas
cierto en los casos en que se pretende un
fraccionamiento exhaustivo unido al uso
de la tecnologia adecuada para obtener
dispersiones acuosas de cada fraccién
con el objeto de seguir una‘determinada
actividad farmacologica en un modelo
biologico animal.

El normalizado de la técnica extrac-
tiva permite a su vez la normalizacion de
los procedimientos de analisis, fracciona-
miento y aislamicnto. Facilita asimismo
la utilizacion de una metodologia ade-
cuada para seguir paralelamente los ex-
tractos y fracciones, tanto desde el punto

~de vista quimico como farmacologico. La
normalizacion de los métodos de vehicu-
lizacion de ex tractos y fracciones, ademas
de asegurar una adecuada vehiculizacion,
permite seguir las actividades biologicas
con una mayor seguridad en cuanto a la
absorcion por los animales de experimen-
tacion, asi como la comparacion de la
magnitud de la actividad entre diferentes
extractos y fracciones provenientes del
mismo tronco.

La experiencia recogida durante los
Gltimos afios, basada en la aplicacion del
método de fraccionamiento descripto,
permite hacer algunas afirmaciones cate-
goricas en cuanto a la metodologia em-

pleada.

Equipo y método de extraccion

La ex traccion sucesiva con disolven-
tes de polaridad creciente. cuando se ha-
ce exhaustiva para cada uno, resulta en
una eficiente separacion de los compo-
nentes presentes en el material vegetal.
La extraccion continua durante 30-50
horas determina la extraccion de las sus-
tancias solubles en el disolvente usado,
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mientras quedan en el material vegetal
las sustancias insolubles. Ademas, el uso
del equipo en las condiciones propuestas
lleva a una excelente productvidad en
cuanto las extracciones se efectiian con
mayor rapidez y eficiencia y a un menor
costo. La evaporacion sobre celite evita
tener que operar a posteriori con extrac-
tos viscosos 0 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 solucion queden
adecuadamente expuestos a la accion
posterior de los disolventes (v. gr.: sobre
la base de un material de una superficie
especifica de 5,0 m?/g, se depositarfan
unos 4,0 ug de sustancia por cm* de ma-
terial inerte).

Fraccionamiento

El subfraccionamiento de extractos
adsorbidos en celite por medio de vola-
menes sucesivos de disolventes de polari-
dad creciente y su analisis posterior mues-
tra que la composicion de los extractos
varia espectacularmente de uno a otro,
lo que indica una eficiente subdivision.
Ello se explica por la baja capacidad ad-
sorbente del celite y por su gran superfi-
cie especifica. Asi, se produce una rapida
disolucion de las sustancias muy solubles
en el disolvente utilizado. Debido al po-
co volumen con que se opera con cada
uno, las sustancias menos solubles en el
primer disolvente quedan en Ja columna
e iran saliendo sucesivamente en funcion
de su afinidad con los disolventes que se
udlicen a continuacién.

Debe sefialarse que el proceso que
rige la separacion no puede denominarse
cromatografico. Cada sustancia se en-
cuentra simplemente depositada sobre el
celite y es retenida por un proceso de fil-
tracibn en tanto permanezca al estado
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solido, pero escapando al mismo unavez
disuelta. No se produce, entonces, el fe-
némeno de afinidad por ambas fases, re-
querido por la cromatografia. Tampoco
el procedimiento operativo es el clasico
de la cromatografia, ya que los solutos
estan dispersos de manera equivalente en
toda la columna. El celite, mis que una
fase estacionaria representa un soporte
mecanico de los solidos a disolver.

Con respecto a esta metodologia. se
ofrecen dos variantes. La primera se refie-
re a la extraccibn a partir del vegetal uti-
lizando una serie elutropica de disolven-
tes. La segunda al fraccionamiento de un
extracto crudo alcohélico por el mismo
procedimiento. Esta Gltima variante es
mas aplicable, pues permite un primer
ensayo biologico de un extracto polar (el
mas afin a una infusion), el cual, confir-
mada la supuesta actividad, puede pasar
directamente a ser fraccionado.

Andlisis de extractos y fracciones

En cuanto a los métodos de analisis
de las fracciones, el mas practico y versa-
til consiste en la aplicacion de la croma-
tografia en capa fina, de acuerdo a la téc-
nica que sc detalle en la parte experimen-
tal. Sin embargo, la actividad observada
entre la silicagel destinada a la prepara-
cion de placas de capa finay la que com-
pone los cromatofolios no siempre es e-
quivalente, por lo que conviene ajustar la
fase movil final como se ha indicado,
cuando el objeto de los ensayos es selec-
cionar una fase liquida para columna .

Cromatografia preparativa

Resulta muy practica la adaptacion
que se describe del método de Clark Still
et al. de cromatografia relampago®. En
este caso, la cromatografia habia sido
prevista por |0s autores para ser aplicada
con moderada resolucion a la separacion



de sustancias de sintesis. La necesidad de
hacer el procedimiento aplicable a mez-
clas de productos naturales, generalmen-
tc mas complejas que las de un proceso
de sintesis, obliga a recurrir a un material
mas dividido como la silicagel de capa fi-
nay a una cuidadosa regulacion del flujo.
Por otra parte la fase estacionaria, usada
en un proceso de columna permite utili-
zar un flujo lineal idéntico al de capa fi-
na sin pérdida de eficiencia. Por la misma
razbn, el sistema permite una facil pre-
diccion del comportamiento de la colum-
na a partir de ensayos previos en capa fi-
na. El uso de cromatofolios, que poseen
tnayor resolucibn que el material para
preparar las capas en el laboratorio, per-
mite a su vez economizar en costos redu-
ciendo el tamafo de las placas usadas.
Sin embargo se presenta como inconve-
niente la dispar actividad entre las fases
estacionarias, que se resuelve con el ajus-
te de la fase mévil a usar como se expre-
sara mas arriba.

En cuanto a la introduccion de la
muestra, la operacion por fracciones eva-
poradas sobre un polvo inerte tiene la
ventaja de permitir la incorporacion de
mezclas de sustancias que no siempre son
todas afines a la fase movil. Ademas, la
baja actividad del material inerte optimi-
za la siembra de la columna.

Por tltimo, conviene considerar que
la técnica adoptada representa una consi-
derable ventaja sobre la cromatografia
clasica de columna abierta. Su velocidad
de operacion, unida a su buena resclu-
cion, hacen que compita con los moder-
nos sistemas de cromatografia a alta pre-
sibn, y permita a la vez udlizar materia-
les clasicos y economicos. Correctamente
aplicado, el procedimiento permite con-
cluir una cromatografia preparativa en
2.3 horas, contra las innumerables horas
requeridas por las columnas a presion hi-
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drostatica.

Cromatografia de alta performance pre-
parativa.

Esta operacion no sera necesaria
cuando las fracciones demuestren poseer
un solo componente. Solo se justifica su
utilizacion:

a) Cuando hayavarios productosin-
separables por los otros métodos.

b) Cuando sea imprescindible una
alta purificacion para el analisis espectros-
copico instrumental.

¢) Cuando, demostrada la presencia
de una determinada actividad biologica,
surja la posibilidad de que la misma sea
debida no al producto princial 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 itl, en las condicio-
nes descriptas, para preparar grandes can-
tidades de sustancia.

Dispersion y pruebas biologicas.

La utilidad del método original de
vehiculizacion con povidona ha sido re-
marcada por Farnsworth' . Dicha técnica,
a la vez, ha sido perfeccionada para ha-
cerla aplicable a extractos crudos®. Am-
bos procedimientos hasn demostrado®=®
su utilidad para administrar facilmente
las sustancias o los extractos a pequefios
animales de experimentacion, tanto por
via oral como parenteral, y en este tlti-
mo caso a través de agujas de minimo dia-
metro interno (0,2 mm). Las sustancias
ensayadas demostraron ser rapidamente
absorbibles y el excipiente se demostro
inocuo a(n tras un mes de ensayos dia-
rios®. Ello no hizo mas que confirmar
los datos disponibles acerca de su escasa
toxicidad®.

En cuanto al seguimiento de la ac-
tividad biologica. la Gnica manera prac-
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tica de seguirla a través de sucesivos frac-
cionamientos es disponer de dos solucio-
nes paralelas: a) una apta para ser inyec-
tada alos animales de experimentacion y
b) otra equivalente adecuada para ser a-
nalizada quimicamente o fraccionada. La
cantidad de cada una debera ser determi-
nada en cada caso.

Un correcto seguimiento de la acti-
vidad debe proveer una indicacion semi-
cuantitativa de ésta, lo que obliga a plan-
tearse la forma de comparar diferentes
extractos y fracciones entre si. La forma
de enfocar el problema consiste en esta-
blecer la relacion gramos de material ve-
getal desecado (que dieran origen a la to-
talidad de la fraccién o sustancia en cues-
tidn) / mililitros de solucién ensayada.
De esta manera. para cualquier fraccién
o sustancia se puede establecer la rela-
cion dosis / respuesta en g de material ve-
getal por kg de animal de experimenta-
cion, independientemente de la fraccion
osustancia a que dieran origen. Efectuan-
do la comparacion de esta manera. aque-
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llas fracciones o sustancias con dosis e-
fectivas similares a las de los extractos
que les dieron origen, seran las que po-
sean la(s) sustancia(s) activa(s). Si varias
fracciones del mismo extracto demues-
tran poseer actividad, debera tenerse en
cuenta el rendimiento de cada una. Asi,
por ejemplo, si dos fracciones poscen la
misma dosis efectiva 50 (DE50), la mas
activa sera la de menor rendimiento.

Merece sefalarse que con la meto-
dologia descripta es posible ensayar ex-
tractos crudos en ratéon endosisde 5-10¢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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