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Fraccionamiento de Extractos Vegetales
por Extraccion Liquido/Sélido
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RESUMEN. Se describe y ensaya un método para el fraccionamiento grosero de extrac-
tos vegetales crudos. Se basa en el depdsito del material sélido sobre un soporte diatoma-
ceo inerte, seguido de la extraccién de las sustancias por percolacién del material pulve-
rulento resultante utilizando pequeiios volamenes de disolventes de polaridad creciente.
El método fue comprobado por fraccionamiento de un extracto artificial preparado con
diez sustancias naturales puras y por determinacién semicuantitativa de cada una de las
fracciones obtenidas.

SUMMARY. “A Liquid/Solid Technique to Fractionate Plant Extracts by using an Inert
Diatomaceous Support”. A simple, fast and inexpensive procedure for the gross fractionation
of crude plant extracts is described and tested. It is based in the deposition of the material on
an inert diatomaceous support and in the extraction of the substances by percolation of the
resulting powder with low volumes of solvents of increasing polarity. The method was tested
by fractionating an artificial extract prepared with ten pure natural substances and quantitation
of each one in the ten fractions obtained.

INTRODUCCION

La investigacion farmacolégica, cuando se aplica a material vegetal, implica el
fraccionamiento de extractos o fracciones de extractos que hayan mostrado actividad
biol6gica. Por lo tanto el comienzo de cualquier investigacién de este tipo se relacio-
na con la capacidad de manejarse con extractos crudos o con fracciones separadas
de los mismos. Antes de proceder a fraccionamientos mis delicados (como la croma-
tografia) que implican el ensayo biolégico de gran nimero de fracciones, es prefe-
rible efectuar una subdivisién grosera de los extractos. Para ello se pueden usar s6lo
dos tipos de fraccionamiento: liquido/liquido o liquido/sélido.

El fraccionamiento ligutdo/liguidoresulta una técnica ttil, excepto cuando es ne-
cesario el estudio posterior de una actividad biol6gica interesante de una fraccién
dada. En ese momento se hace dificil efectuarlo en un laboratorio de investigacién por
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la necesidad de manejar grandes volimenes para obtener suficiente material para los
ensayos biolégicos. Ademis significa trabajar no sélo con grandes volimenes de ex-
tractos sino también con grandes volimenes de disolventes. _

Por otra parte, los procedimientos habituales para efectuar un fraccionamiento
liquido/sé6lido deben enfrentar el problema que implica manejar extractos seniisoli-
dos, pegajosos y gomosos. Una operacién liqutdo/solido cuidadosamente disefiada y
normalizada deberia permitir una subdivisién adecuada de los extractos. Se buscé un
procedimiento basado en la solubilidad de las sustancias, que permitiera obtener un
bajo nlimero de fracciones para ser ensayadas farmacolégicamente y eventualmen-
te subfraccionadas por cromatografia. El procedimiento deberia ser aplicable en ma-
yor escala, para el caso de hallarse una fraccién interesante. Ademis, las fracciones
deberian ser dispersables en agua para facilitar el ensayo biologico. El método, des-
arrollado y aplicado por nosotros !, nunca habia sido comprobado cuantitativamen-
te.

El método que se describe a continuacién se basa en el depésito sobre un so-
porte inerte de las sustancias s6lidas presentes en los extractos, con el objeto de que
sean facilmente enfrentadas a la fase liquida y fraccionadas por pasaje de bajos vo-
ldmenes de una serie eluotrépica de disolventes.

MATERIALES Y METODOS

Evaporacion sobre el soporte

a) Calculese el residuo solido del extracto llevando a sequedad una alicuota del
mismo.

b) Transfiérase el extracto a un balén y agréguense 4-5 veces su peso de una tie-
rra de diatomeas adecuada (por ejemplo “Celite 545", Manville).

¢) Evaporese el disolvente a sequedad al vacio por medio de un evaporador ro-
tativo, hasta obtener un polvo homogéneo (“extracto evaporado”).

Fraccionamiento

a) Empdquese el extracto evaporado en una columna de vidrio adecuada, que
mida de largo 3 a 5 veces su didmetro, dejando suficiente espacio libre por sobre el
polvo.

b) Elijase una serie eluotrépica de disolventes (que puedan ser evaporados) y
numéreselos en forma correlativa.

©) Abrase completamente la llave de la columna y agréguese el primer disolven-
te hasta que el mismo cubra la parte superior del polvo. Ciérrese la columna inme-
diatamente. Midase por diferencia el volumen agregado (volumen muerto).

d) Abrase la columna y agréguese cuidadosamente un volumen muerto del di-
solvente 2. Recibase un volumen muerto del eluato (fraccién 1 - disolvente 1).

e) Agréguese el mismo volumen del disolvente 3 y recibase un volumen muer-
to de la fraccion 2 (disolvente 2).

) Sigase de la misma manera hasta llegar al Gltimo disolvente de la serie.

8) Agréguese un volumen muerto del dltimo disolvente y recibase el mismo vo-
lumen de la fraccién n-1 (disolvente n-1).

h) Agréguese otro volumen muerto del Gltimo disolvente y recibase el mismo vo-
lumen de la fraccion n (disolvente n).
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Evaporacién de cada fraccién para efectuar cromatografia rdpida (“flash chromato-
graphy”)

a) Evap6rase una alicuota de la fraccion para determinar el peso del residuo s6-
lido de toda la fraccién.

b) Transfiérase toda la fraccién a un bal6n y agréguense 4-5 veces el peso cal-
culado de una tierra de diatomeas apropiada.

¢©) Evapérese el disolvente al vacio en un evaporador rotativo hasta obtener un
polvo homogéneo (fraccién evaporada).

d) Una vez empaquetada y lista 1a columna flash ?, siémbrese la fraccién evapo-
rada depositindola cuidadosamente sobre la fase estacionaria.

Evaporacidn de cada fraccién para efectuar el ensayo farmacolégico

a) Calculese el residuo s6lido y transfiérase la fraccion a un balén.
" b) Agréguese povidona (4-5 veces el peso del residuo) en un disolvente adecua-
do y prepirese un coprecipitado por evaporacién de la mezcla al vacio en un eva-
porador rotativo >>.

Metodologta adoptada para la comprobacidn de la eficiencia del método de fracciona-
miento

Se prepar6 un extracto artificial disolviendo en un disolvente adecuado 100 mg
de cada una de las siguientes sustancias: colesterol, 4cido Gsnico, vainillina, cafeina,
un carotenoide no identificado (“carotene”), codeina, rutina, fenilalanina, 4cido ascér-
bico y glucosa.

El extracto artificial fue evaporado sobre 5 g de tierra de diatomeas filtrante (Ce-
lite 545, Manwville; este soporte habia sido previamente tratado con 4cido acético para
inactivar eventuales sitios alcalinos y luego evaporado (a) al vacio y (b) a presién nor-
mal durante doce horas a 120 °C). El polvo resultante fue procesado como se indi-
cara en Fracctonamiento.

Se prepararon diez fracciones utilizando la siguiente serie eluotrépica: hexano,
benceno, cloruro de metileno, cloruro de metileno-metanol (99:1), acetato de etilo,
isopropanol, acetona, metanol A, metanol B y agua. Se ensayaron las fracciones por
cromatografia en capa fina para detectar la presencia y cantidad (semicuantitativa por
comparacién de ireas) de cada sustancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 indica la recuperacién de cada sustancia en las diferentes fracciones.
Tanto la capacidad de fraccionar cuanto la distribucion de las sustancias de acuerdo
con su solubilidad demuestran la utilidad del método.

El extracto artificial, que contenia diez sustancias naturales de diferente solubi-
lidad y polaridad, demostré al ser dividido en diez fracciones los siguientes resulta-
dos:

a) Seis fracciones con un componente principal, que representaba el 50% o mis
del total de la fraccién (fracciones 01, 03, 05, 07, 09 y 10).

b) Una fraccién que contenia dos sustancias mayoritarias (fraccién 08).
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Recuperacién por ciento

Fraccién . "
disolvente Coles- Vaini- ' Acido Ca- Codei- Caro- Acido Ruti- Fenil- Glu-

terol llina Gsnico feina na tene ascorbico na  alanina cosa
01 Hexano 100 15 - - - - - - - -
02 Benceno tr 85 65 80 60 35 - - - -
03 Cloruro de metileno - - 25 3 10 60 - - - -
04 ID + Metanol (1%) - - 10 - 8 5 - - - -
05 Acetato de etilo - - - - tr - 30 - - -
06 Isopropanol - - - - 5 - 10 - 5 15
07 Acetona - - - - 5 - - 5 10 25
08 Metanol A - - - - 10 - 5 50 30 10
09 Metanol B - - - - - - - - 30 -
10 Agua - - - - - - - - 25 -

Total recuperado: 100 100 100 83 98 100 45 55 100 50

Tabla 1. Fraccionamiento del extracto artificial y recuperacién de cada sustancia. (tr: trazas)

© Dos fracciones con un bajo rendimiento de una mezcla de varias sustancias
(fracciones 04 y 06).

d) Una fraccién (02) con un alto contenido de una mezcla de cuatro sustancias.
(Este dato sugiere la posibilidad de optimizar aiin mds este fraccionamiento interca-
lando un disolvente de polaridad intermedia entre el hexano y el benceno).

Merece un comentario particular la presencia de lo que se indicara como “me-
tanol B” y “agua”, que en el proyecto original no habian sido considerados. Termi-
nada la experiencia con la fraccién metandlica (“metanol A”) surgi6 el interrogante
de si quedaba algo en la columna. Por lo tanto se agreg6 una nueva porcién de me-
tanol (que produjo la fraccién 09) y viendo que todavia algo se eluia se agregé una
porcion de agua (fraccién 10). Aparentemente la fenilalanina requeria una buena can-
tidad de un disolvente muy polar para ser totalmente eluida. Quizis en las rutinas de-
beria agregarse como norma el agua y eventualmente una solucién acuosa icida como
remate.

CONCLUSION

El procedimiento es adecuado para ser aplicado a extractos complejos con el ob-
jeto de obtener un pequefio nimero de fracciones bien diferenciadas. No sélo es sim-
ple sino también ripido y econémico, ya que utiliza materiales poco costosos y can-
tidades pequefias de disolventes. Ahorra espacio, tiempo y disolventes.y permite la
facil preparacion de fracciones adecuadas para ser subdivididas por cromatografia o
ensayadas farmacolégicamente.
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