Acta Farm. Bonaerense 16 (3): 179-91 (1997) ‘ Metodologia
Recibido el 31 de marzo de 1997
Aceptado el 30 de junio de 1997

Ensayo Critico de un Método Ré4pido de Extraccién
de Material Vegetal Basado en el Pasaje Ininterrumpido
de una Serie de Solventes

Analia LOPEZ VILLAR, Jorge D. COUSSIO y Rubén V.D. RONDINA *

Instituto de la Quimica y Metabolismo del Férmaco (IQUIMEFA, UBA-CONICET),
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires,
Junin 956, (1113) Buenos Aires, Argentina.

RESUMEN. Se describe un método para la preparacion rapida de diferentes extrac-
tos vegetales. El mismo consiste en la percolacién de una serie de solventes. El volu-
men de cada solvente se define en términos de miltiplos del “volumen muerto” res-
pecto del material vegetal empaquetado y fue establecido estudiando paso a paso la
extraccion por medio del uso de un método similar pero discontinuo. En este caso se
estudié la capacidad extractiva de cada volumen a través del cilculo del residuo seco
obtenido. El método propuesto consiste en empaquetar el material vegetal seco y en
polvo y percolarlo en forma continua con tres volimenes muertos de cada solvente de
la serie predefinida y en la coleccién de fracciones como si se tratara de una columna
cromatografica.

SUMMARY. “Critical examination of a quick method for the extraction of plant material
based in the uninterrupted percolation of a series of solvents”. A method for the rapid
preparation of different extracts is described. It consists in the percolation of a series of
solvents. The volume of each solvent is defined in terms of multiples of the “dead vol-
ume” of the packed plant powder, and has been established by studying step by step the ex-
traction, by using a similar but discontinuos procedure. In this case, the ability of each vol-
ume to extract the solutes has been measured through the calculation of its dry residue.
The proposed method consists in the packing of the dried plant powder, continuous perco-
lation with three dead volumes of each solvent of a series, and the colection of fractions as
in a chromatographic column.

INTRODUCCION -

Es imposible hurgar en el pasado en busca de datos bibliogrificos referentes
a los primeros procesos extractivos aplicados a los materiales vegetales. Es eviden-
te que el primer solvente al que recurrié el hombre fué el agua, que di6 lugar a la
preparacién de extractos en frio (por maceracién) o en caliente (infusiones y coci-
mientos). Miles de afios mds tarde se recurre a soluciones hidroalcohélicas para
preparar extractos por maceracion. Ya en tiempos modernos se desarrolla la técni-
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ca de lixiviaciéon o percolacién, consiguiéndose racionalmente y por primera vez
un procedimiento operativo que tiende a agotar el material sometido a extrac-
cion*. Los primeros documentos referidos al tema serfan las Farmacopeas, donde
la descripcion de la preparacion de tinturas o extractos prueba el intento de nor-
malizar procedimientos que se llevaban a cabo de muy diversas maneras.

Sin embargo, el objetivo general de todos los procedimientos mencionados
fue el de obtener un #inico extracto que contuviera los componentes activos del
material vegetal. Mis adelante, el avance de la quimica pone en manos de los in-
vestigadores una variedad de solventes no acuosos mas 0 menos puros que per-
miten preparar extractos diferentes de los tradicionales, incluyendo fracciones ob-
tenidas por extraccién con liquidos no miscibles y cuyo hito més importante fuera
colocado al principio del siglo pasado por Pelletier y Caventou. Con ello se plan-
tea la posibilidad de preparar extractos que se distingan entre ellos por contener
diferentes sustancias procedentes del mismo material. O sea que se abre el camino
para separar sustancias con distintos solventes, en lugar de la aparente intencion
anterior de acumularlas en un solo extracto.

Asi como faltan documentos asequibles que expliquen el desarrollo de los
primeros procedimientos extractivos, una ripida revisién de la bibliografia reciente
relacionada con la preparacidon de extractos vegetales muestra la existencia de nu-
merosos trabajos destinados a mejorar alguno de sus aspectos o variables, como la
posibilidad de estandarizar la metodologia !, comparar diferentes métodos extracti-
vos 2, optimizar la extracciéon de algiin componente 3, ensayar nuevos solventes 45
o nuevas técnicas 67 y mejorar o simplificar el fraccionamiento & Cuando se traba-
ja con material vegetal con el objeto de ubicar fracciones activas se requiere iniciar
las operaciones con la extraccion. ‘

Una de las alternativas-es efectuar una unica extracciéon exhaustiva con un
solvente polar. Sin embargo el recurrir a un unico solvente tiene como inconve-
nientes: a) extraer Gnicamente las sustancias afines al solvente o las favorecidas
por los coadyuvantes naturales presentes y b) requerir una prolongada operacion
que garantice la extraccién de aquellos productos menos afines al solvente.

Al menos en teoria, una extraccién poco cuidadosa efectuada en un medio
polar (agua o alcohol) puede dejar afuera compuestos de interés que sean poco
solubles. Para ilustrar este aspecto basta repasar la Farmacopea de los Estados
Unidos. Si se revisa el listado de la USP XXIII ? referente a la solubilidad de las
sustancias de uso farmacéutico que figuran en ella y en el National Formulary
XVIII, puede comprobarse que aproximadamente el 50% de las mismas son poco
solubles o insolubles en agua (solubilidad menor del 5%). Aln si se consideran
solubles aquellas que requieren menos de cien veces su peso de agua, el total de
sustancias insolubles permaneceria cercano al 30%. Haciendo el mismo recuento
respecto del alcohol, resulta poco soluble o insoluble el 34% de las sustancias,
mientras que el 25% resultaria insoluble. Esto hace suponer poco probable que
una Gnica extraccidébn con un solvente polar pueda disolver la mayoria de las sus-
tancias presentes en el vegetal.

*

La quinta edicién de la Farmacopea Espariola (1865) ya menciona la preéaracic’m de catorce extractos
acuosos (de un total treinta y uno) mediante la “lijiviacion” (ibid. pag. 269-82)
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Otra alternativa consiste en el uso de varios solventes aplicados sucesiva y es-
calonadamente, lo que suministra una Serie de extractos. En general se le suele de-
dicar a cada etapa un tiempo considerable, que puede ir de 4 a 24 horas o mas
por solvente, sin que quede claro cudl es el volumen recomendable para cada sol-
vente o el total a percolar en las extracciones con reciclado del solvente (Soxhlet y
bustrén 10),

Por lo expuesto, se considerd interesante enfocar este dltimo procedimiento,
procurando desarrollar una técnica mejorada y eficiente que permitiera ahorrar
tiempo e insumos. Con la metodologia a desarrollar se pretendia: a) disenar un
método extractivo consistente en el pasaje sucesivo e ininterrumpido de distintos
solventes de una serie predefinida, b) recibir en cada fraccién (i.e., cada solvente)
solamente aquellos solutos que poseyeran buena solubilidad en dicho solvente,
extrayendo la menor cantidad de sustancias poco solubles, ¢) determinar el volu-
men minimo necesario de cada solvente para satisfacer dichos requerimientos y d)
definir las condiciones necesarias que permitieran concluir las extracciones en el
menor tiempo posible.,

El objetivo final era describir una metodologia basada en el rdpido pasaje de
dichos solventes, que permitiera la coleccion de fracciones a lo largo de la elucién
tal como se harfa en un proceso cromatogrifico, lo que ademis permitiria hasta
cierto punto eliminar algunas de las operaciones posteriores de refraccionamiento.

El razonamiento de partida consistia en la comparacién del método a desa-
rrollar con los procedimientos y principios de la cromatografia. Se consideré que
podrian tomarse como cuasi equivalentes los siguientes conceptos:

Columna cromatogrdfica El material vegetal empaquetado en una columna ad hoc.

Fase estacionaria La parte insoluble del material vegetal pulverizado.

Fase movil El solvente utilizado para extraer el material.

Volumen muerto El volumen de solvente empleado en humectar la droga
empaquetada.

Caudal relativo El volumen/minuto de solvente por unidad de peso de

droga empaquetada.

En ese caso podria afirmarse, por extensioén, que toda sustancia que estuviera
presente en una fase estacionaria suficientemente dividida (el material vegetal em-
paquetado en una columna) y que tuviera a su vez gran afinidad por la fase mévil
serfa removida (eluida) de la fase estacionaria (el material vegetal insoluble en casi
todo solvente, como la celulosa y algunos lignanos) con el primer volumen sucesi-
vo idéntico al de la humectacién (un volumen muerto). Con el segundo y tercer
volumen eluirian, aplicando la definicién de k’ (cociente entre el volumen de re-
tencién y el volumen muerto), las sustancias con’k’ de 2 y de 3. Estos volimenes
parecen, a priori, suficientes para extraer la mayor parte de las sustancias muy afi-
nes al solvente en cuestién. Por lo tanto se podria pasar a un segundo extractante
de mayor “fuerza extractiva” (polaridad), que a su vez extraeria las sustancias afi-
nes al mismo, y asi sucesivamente, simulando una cromatografia en gradiente de
polaridad creciente,

Debe tenerse en cuenta que hasta aqui llegan las similitudes, ya que en este
caso las sustancias a eluir 10 se hallan ubicadas en forma puntual y al principio de
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la columna sino distribuidas homogéneamente a todo lo largo de la misma. Sin
embargo no se deberia observar una exagerada dispersién durante la elucion da-
do que la gran afinidad (“fuerza”) por la(s) sustancia(s) que arrastra tenderd a con-
centrar las sustancias solubles en las primera porciones que eluyan de la columna.

Con el objeto de efectuar comparaciones vilidas era necesario conocer deta-
lladamente el comportamiento de un sistema extractivo escalonado. Era necesario,
entonces una primera observacién exhaustiva de la metodologia, aplicindola en
forma discontinua y escalonada, con el objeto de tener una idea cuantitativa del
comportamiento de cada solvente y de su capacidad de extraccién relativa, a me-
dida que volimenes sucesivos atravesaran el material vegetal (“la columna”). Este
conocimiento, a su vez, permitiria un disefio racional del procedimiento continuo.

Posteriormente se compararian los resultados del procedimiento anterior (es-
calonado y discontinuo) con el propuesto, escalonado pero continuo, que se dise-
flarfa como consecuencia de las conclusiones que arrojara el estudio de la meto-
dologia aplicada en forma discontinua.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Schkubria pinnata (Lam.) OK. (Compositae), parte aérea, colectado en Tanti,
Depto Punilla, Provincia de Cérdoba. El material fué identificado por el Dr. Angel
Cabrera.

Preparacion de la muestra

El material vegetal adecuadamente desecado en estufa a 55 °C se proces6 en
un molino de cuchillas rotativas (A. Thomas) que conservaban una distancia de
0,9 mm respecto de las cuchillas estiticas, con una malla de salida con orificios de
2 mm de didmetro y una velocidad de giro de 950 rpm. El polvo resultante pre-
sentaba un didmetro medio de particula de 0,43 mm.

Empaquetado y exiraccion
1. Estudio del método discontinuo

El material pulverizado (10 g fue empaquetado en una columna ad hoc de
manera de respetar la relaciéon didmetro/altura de 1/5. En la practica se hizo uso
del “bustron” 19, pero al sélo efecto de actuar como continente del material vege-
tal. Para cada solvente utilizado, el material se humecté con la cantidad necesaria
del mismo, que se midi6 y tomé como “volumen muerto” a los efectos posterio-
res. A continuacién se extrajo por percolacién, utilizandose stempre un caudal
constante de 0,2 ml por minuto por cada gramo de droga (en este caso 2 ml/min).

En primer lugar se pasé un volumen muerto de solvente. La solucién eluida
fué denominada primera etapa, llevada a sequedad #n vacuo en un balén previa-
mente tarado, mediante un evaporador rotativo, procediéndose al célculo y regis-
tro de la cantidad de soluto extraido. Luego de eluida la primera etapa, se pasé
otro volumen muerto de solvente, colectindose en las mismas condiciones la se-
gunda etapa y procediéndose al cilculo de su rendimiento. Finalmente se repitid
la experiencia colectindose una tercera etapa, con la que se procedié en forma
idéntica. El material vegetal fue desempaquetado, secado al aire para eliminar el
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solvente remanente y reempaquetado nuevamente. La experiencia se repitié con
un segundo solvente y asf sucesivamente. La serie utilizada estaba constituida por
los siguientes solventes, en el orden indicado: hexano, tolueno, tricloroetileno, di-
clorometano, acetona, acetato de etilo y metanol.

Una vez terminado el trabajo con dicha serie, se repiti6 el proceso con dos
muestras més de material vegetal, que se trataron de la misma manera. O sea que
cada etapa fué ensayada por triplicado.

A fin de determinar cudn significativo era el efecto de una maceracion previa,
se tomaron 10 g de material vegetal, que se empaquetaron como ya se expreso.
A continuacién se humecté el mismo con la cantidad suficiente del solvente a uti-
lizar (volumen muerto), el que se dej6 durante veinte horas antes de proceder a la
elucién para colectarse la primera etapa. Las siguientes etapas, en cambio, fueron
obtenidas en forma sucesiva sin dar tiempo a una segunda maceracién. Estas ope-
raciones fueron llevadas a cabo con todos los solventes mencionados y también
por triplicado. Se llevo, como antes, el registro del rendimiento de cada una de las
etapas.

2. Estudio del método continuo (Extraccion del material mediante el pasaje conti-
nuo de una serie de solventes)

El material vegetal (10 g) fue empaquetado en un extractor tipo “bustrén”, de
acuerdo a lo antes descripto. Se humecté con la cantidad suficiente del primer sol-
vente de la serie (i.e., un volumen muerto), luego de lo cual se lo percolé con un
total de tres volimenes muertos del mismo, con un caudal de 2 ml por minuto
(0,2 ml/g minuto). Inmediatamente se cambi6 al segundo solvente de la serie y se
eluy6 al mismo ritmo con el mismo volumen (7.e. tres volimenes muertos) del se-
gundo solvente. Se siguié de la misma manera pasando el resto de los solventes.
Se recogieron fracciones de 1 volumen muerto cada una, que fueron analizadas
por cromatografia en capa fina a fin de compararlas entre si.

RESULTADOS Y DISCUSION

La eleccion de la serie de solventes se hizo en funcién de los que a la saz6n
se encontraban disponibles, tratando de utilizarlos en un orden de polaridad cre-
ciente, aunque enfrentando el riesgo de que en algunos casos las polaridades difi-
rieran de las tabuladas.

La cuestion principal a dilucidar consistia en cudl era el volumen minimo
aceptable a percolar de cada solvente y qué tipo de correlacién efectuar para defi-
nir dicho volumen y generalizar la técnica extractiva. Es asi que se decidié expre-
sar el volumen de cada solvente a percolar como miltiplo del “volumen muerto”
medido al humectar la droga en la columna.

Como parametro a medir, representativo del rendimiento de cada etapa per-
colada, se tomé el residuo seco de la misma, compariandoselo con el residuo total
obtenido con dicho solvente. Se presupuso que el rendimiento relativo de cada
etapa (primera, segunda o tercera respecto de la sumatoria) seria independiente
tanto del solvente utilizado cuanto de la identidad del material vegetal. No asi,
por supuesto, con respecto a los rendimientos absolutos, que serdn siempre de-
pendientes tanto de la tdentidad del material vegetal cuanto’ del tipo de solvente
utilizado.
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Por lo expresado, se efectuaron todos los ensayos sobre un dnico material
vegetal, respetindose en todos los casos las especificaciones respecto de la regu-
lacion de la distancia entre cuchillas del molino, velocidad del mismo y didmetro
de los orificios de la malla de salida, que a su vez definieron la granulometria del
material. El grado de divisién del polvo obtenido se muestra en la Tabla 1. Logi-
camente, el mismo debe ser constante si se pretende realizar experiencias repeti-
bles. Por otra parte, la operacién sobre un material bien dividido resulta funda-
mental si se pretende acelerar el proceso extractivo. También se uniformé la canti-
dad de droga empaquetada, el tamafio y dimensiones del bustrén y el caudal del
solvente.

N° de malla Diimetro medio Rechazo Rechazo
P/NP (m g %
10/20 1425 09 1,82
20/30 725 224 45,25
30/40 513 13,8 27,88
40/50 363 4,1 8,28
50/60 275 4,1 8,28
60/120 188 2,3 4,65
120/200 100 1,4 2,83
200/325 60 0,5 1,01

Tabla 1. Analisis granulométrico del material vegetal pulverizado en las
condiciones descriptas. P: pasa malla, NP: no pasa malla. Ejemplo: 10/20
= pasa malla 10, no pasa malla 20.

Estudio del método discontinuo

El mismo se llevé a cabo con el objeto de adquirir conocimientos suficientes
como para aplicarlos al desarrollo del método extractivo continuo. Durante los es-
tudios previos, y luego del pasaje de las etapas correspondientes a cada solvente,
el material vegetal fué desempaquetado, secado y vuelto a reempdquetar con el
objeto de evitar la eventual influencia de restos del solvente anterior sobre la ca-
pacidad extractiva del solvente siguiente. Durante estos estudios se procedi6 a las
siguientes determinaciones:

Evaluacion de la efectividad

La experiencia se realizé por triplicado y la evaluacion de la efectividad se
hizo por medio de las siguientes determinaciones:

a) Peso del extracto en cada etapa (A). Se determind para cada pasaje (“eta-
pa™”), llevando a sequedad el extracto obtenido y pesando el residuo (Tabla 2).

b) Peso total extraido con cada solvente (B). Se determiné como la sumatoria
de los pesos promedio de cada etapa (A) para el solvente en cuestion (Tabla 2) y
total promedio extraido con cada solvente (B, Tabla 3).

¢) Rendimiento relativo de cada etapa (A/B). Cociente entre la cantidad ex-
traida en cada etapa y el peso total extraido con el solvente en cuestidén, expresa-
do en porcentaje (Tabla 4); esto es, la relacion porcentual entre lo extraido en la
primera, segunda y tercera etapas respecto del total.
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Ensayo Etapa H T TCE DCM A EtAc MeOH

1° 1 1,28 1,73 0,25 0,14 0,55 0,11 3,30
2 0,12 0,59 0,17 0,05 0,33 0,11 2,30

3 0,04 0,35 0,10 0,02 0,09 0,10 1,79

Total 1,44 2,67 0,52 0,21 0,97 0,32 7,39

2° 1 1,20 1,49 0,25 0,21 0,74 0,05 2,81
2 0,20 0,60 0,15 0,06 0,23 0,01 2,07

3 0,07 0,32 0,07 0,04 0,15 0,00 3,62

Total 1,47 2,41 0,47 0,31 1,12 0,06 8,50

3° 1 1,15 1,46 0,57 0,13 0,35 0,06 3,19
2 0,12 0,57 0,20 0,05 0,12 0,03 1,90

3 0,10 0,29 0,04 0,09 0,08 0,02 1,85

Total 1,37 2,32 0,81 0,27 0,55 0,11 6,94

Tabla 2. Rendimiento en residuo seco de las diferentes etapas extractivas (método discontinuo), H:
hexano; 7: tolueno; TCE: tricloroetileno; DCM: diclorometano; A: acetona; EtAc: acetato de etilo;
MeOH: metanol. Los valores numéricos expresan g de extracto seco por 100 g de material vegetal
desecado.

Ensayo Etapa H T TCE DCM A EtAc MeOH
1° 1 1,21 1,56 0,36 0,16 0,55 0,07 3,10
2 0,15 0,59 0,17 0,05 0,23 0,05 2,09
3 0,07 0,32 0,07 0,05 0,11 0,04 2,42
Total 1,43 2,47 0,60 0,26 0,89 0,16 7,61

Tabla 3. Rendimiento en residuo seco de las diferentes etapas extractivas (promedio), H: hexano; T:
tolueno; TCE: tricloroetileno; DCM: diclorometano; A: acetona; ElAc: acetato de etilo; MeOH: meta-
nol. Los valores numéricos expresan g de extracto seco por 100 g de material vegetal desecado.

Ensayo Etapa H T TCE DCM A EtAc MeOH Promedio t ic

1° 1 84,62 63,16 60,00 61,54 61,80 43,75 40,74 59,37 + 13,37
2 10,49 23,89 28,33 19,23 25,84 31,25 27,46 23,78 + 6,45
3 4.90 12,96 11,67 19,23 12,36 2500 31,80 16,85 + 8,45

Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Tabla 4. Rendimiento porcentual de cada etapa respecto de la sumatoria de las tres primeras. H:
hexano; T: tolueno; TCE: tricloroetileno; DCM: diclorometano; A: acetona; Etdc: acetato de etilo;
MeOH: metanol; ic: intervalo de confianza. Los valores numéricos expresan g de extracto seco por
100 g de material vegetal desecado.

Tomando los valores promedio entre las etapas de los diferentes solventes se
observa (Tabla 4: promedio + intervalo de confianza) que la primera etapa
contribuye al extracto total con un 59%, la segunda con un 24% y la tercera con
un 17%.
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En el caso de la maceracion previa los valores no difieren significativamente
(66%, 21% y 13% respectivamente) aunque se observa, como es légico, un mayor
rendimiento promedio para la primera etapa y menor para las otras dos (Tabla 5).

Ensayo Etapa Rendimiento
Promedio t ic (%)

Sin maceracién 1 59,37 + 13,37
2 2378 + 6,45
3 16,85+ 8,45

Total 100
Con previa maceracion (20 horas) 1 65,93 + 10,58
2 21,04 £ 545
3 13,03+ 6,29

Total 100

Tabla S. Comparacién de los rendimientos porcentuales totales de las
diferentes etapas, sin y con maceracion (promedios del ensayo por tri-
plicado); ic: intervalo de confianza.

d) Cromatograma del extracto. Sobre cada uno de los extractos obtenidos pa-
ra cada etapa, se efectué un mapa cromatogrifico utilizando la cromatografia en
capa fina sobre silicagel (cromatofolios con indicador UV 254). De los mapas ob-
tenidos con los extractos surgen las siguientes observaciones:

1. En general, para cada solvente se observa un gradiente compuesto por las

ETAPAS mismas sustancias, las que se van desva-
1 > 3 neciendo desde la etapa 1 a la etapa 3.

2. El cambio de solvente por el si-
guiente mds polar implica la aparicién
/ O - “| de nuevas sustancias que, paraddjica-

mente, en algunos casos pueden mos-
trarse en la TLC como de polaridad me-
nor en una fase directa (silicagel). Se
observa que en varios casos el cambio

GIIIU]IIID por un solvente mis polar produce la
Q>

entrega de una mezcla que incluye sus-
@ o - tancias menos polares. La ldégica conclu-

w S sién es que las sustancias depositadas

en el vegetal van abandonindolo en
funcién solamente de su afinidad (solu-
bilidad) por el solvente, que en algunas
circunstancias es mas discriminante que
su propia polaridad. ‘

3. Por otra parte la cromatografia
en capa fina en que se comparan las.
8 O D etapas entre si confirma que la tercera

[ D etapa practicamente termina de extraer
Figura 1. Cromatografia en capa fina de wes 108 productos solublés en el solvente en
etapas sucesivas de extraccion. uso, aunque sigue arrastrando, en baja
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HE X A N O TOLUENO TRICLOROETILENO DICLOROMETANO

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Figura 2. Cromatogralia en capa lina de cada una de las etapas correspondientes a cuatro solventes
de extraccion sucesivos. Fase estacionaria: Silicagel F254 (cromatofolios). Fases méviles [solvente de
extraccion]: a) hexano:acetato de etilo (8:2) [hexanol; b) hexano:acetato de etilo (5:5) [toluenol; ©) di-
clorometano:metanol (9:1) [tricloroetileno); d) diclorometano:metanol (95:5) [diclorometano). Revela-
dor: radiacién UV 254 nm, 4cido sulfirico y calor. Por la diferente polaridad de los extractos resulta
imposible efectuar una comparacién entre los mismos recurriendo a una Gnica fase movil,

proporcion, aquellas sustancias poco solubles en ese solvente (Figura 1). Esta si-
tuacion se aprecia por mantenerse relativamente constantes las concentraciones de
estas sustancias a lo largo de las primeras etapas del solvente en cuestién y ex-
traerse rdpidamente al pasarse al siguiente solvente.

4. Aunque seria interesante presentar una cromatograffa comparativa entre las
series de extractos, la eficiente separacién que se logra con esta metodologia de
extraccién hace imposible presentar dos series sucesivas utilizando un Gnico siste-
ma cromatogréfico. Cuando se obtiene una 6ptima separacién de los componentes
de una serie, los de la anterior aparecen todos con valores de Ry muy préximos a
1 (menos polares), mientras que los de la siguiente quedan poco resueltos y muy
cercanos al origen (mds polares), salvo las excepciones antes mencionadas. En la
Figura 2 se ilustran los cromatogramas de las cuatro primeras series de solventes.
Como puede observarse, en general la polaridad de la fase mévil utilizada debe ir
en aumento para obtener una separacién adecuada que abarque todo el dambito
del cromatofolio.

Influencia de la maceracion previa

Se determiné mediante la comparacion de los rendimientos en extracto obte-
nidos mediante cada uno de los solventes. Si se comparan los valores totales de
soluto extraido por etapa entre los ensayos con y sin maceracién (Tabla 6), se
puede observar que en el primer procedimiento aumentan los rendimientos de la
primera etapa en un 25%. En cambio, lo extraido en la segunda etapa se mantiene
invariable, mientras cae en un 9% la sumatoria de lo extraido en las terceras eta-
pas. En la mayoria de los casos se observa para la maceracién un aumento del
rendimiento total de lo extraido luego de las tres etapas de cada solvente. S6lo se.
observa disminucién en el caso del acetato de etilo, que fuera ubicado después de
la acetona: ello confirma el hecho de que con maceracién la extraccién se hace
mas exhaustiva, lo que mejora el rendimiento del extracto acet6nico, quedando
menos remanente para el acetato de etilo, de menor polaridad que la acetona.
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Con respecto al rendimiento total en solutos, aumenta en un 13% con la ma-
ceracién (15,23 g contra 13,42 g). Sin embargo a esta mejora en el rendimiento se
contrapone el hecho de prolongar excesivamente el tiempo total de extraccién al
impedir la extracciéon continua con pasaje inmediato del siguiente solvente.

Ensayo Etapa H T TCE DCM A EtAc MeOH Total

Sin maceracién 1121 1,56 0,36 0,16 0,55 0,07 3,10 7,01
2 0,15 0,59 0,17 0,05 0,23 0,05 2,09 3,33

3 0,07 0,32 0,07 0,05 0,11 0,04 2,42 3,08

Total 1,43 247 0,60 0,26 0,89 0,16 7,61 13,42

Con maceracién 1 1,57 1,76 0,45 0,30 0,72 0,06 4,33 9,19
previa (20 horas) 2 0,22 0,72 0,12 0,17 0,17 0,02 1,81 3,23
3 0,05 0,41 0,07 0,09 0,11 0,01 2,07 2,81

Total 1,84 2,89 0,64 0,56 1,00 0,09 8,21 15,23

Rendimiento
comparado (%) +29 +17 +7 +115 +12 - 44 +8 +13

Tabla 6. Rendimiento comparado de las diferentes etapas extractivas, sin y con maceracién (prome-
dio de tres determinaciones), H: hexano; T tolueno; TCE: tricloroetileno; DCM: diclorometano; A:
acetona; EtAc: acetato de etilo; MeOH: metanol; ic: intervalo de confianza. Los valores numéricos ex-
presan g de extracto seco por 100g de material vegetal desecado.

Otras observaciones resultantes del estudio del método discontinuo

Las operaciones del ensayo de la extraccién discontinua obligaron a desem-
paquetar y reempaquetar el material vegetal mds de 120 veces. En general los vo-
lamenes muertos se mantuvieron constantes independientemente de las operacio-
nes de desempaquetado y nuevo empaquetado y del tipo de solvente utilizado.
Los valores de volumen muerto medidos se mantuvieron priacticamente constantes
(1,58 + 0,07 ml/g de material empaquetado). Ello lleva a concluir que, para una
droga y granulometria dadas, el volumen muerto es constante y reproducible.

Estudio del método continuo

Del estudio del método continuo surgen las siguientes observaciones:

a) En general, como en el método discontinuo, se observa para cada solvente
un gradiente compuesto por las mismas sustancias, las que se van desvaneciendo
desde la etapa 1 a la etapa 3.

b) Al hacerse continuo el pasaje de un solvente al siguiente, se observa que
la primera etapa representa, como es logico (i.e,, un volumen muerto), el arrastre
del solvente anterior remanente, con escasa cantidad de soluto.

o) Velocidad de extraccion. Se calculé en forma aproximada desarroltando to-
das las etapas una a continuacién de la otra. Operando como se describio, es po-
sible extraer 10 g de material vegetal, en forma exhaustiva, con un total de siete
solventes diferentes en un lapso de 4 horas. Sin embargo, debe sefialarse que el
tiempo requerido es independiente de la cantidad de material vegetal, ya que el
caudal se ajusta en funcién de este dato (esto requiere respetar la relacion didme-
tro/altura en el continente)
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d) Diferencia entre fracciones. El seguimiento cromatografico de las fraccio-
nes permitié demostrar las diferencias entre ellas, ratificando el efecto de seleccion
de cada pasaje. En algunos casos se observé inclusive una neta diferencia entre
lo extraido en la primera, segunda y tercera etapas, con desaparicién en la ultima
etapa de algunas de las sustancias. La Figura 1 (esquema cromatografico) ilustra
sobre las variaciones cuantitativas entre las sustancias, a medida que se avanza
en las etapas del mismo solvente. Por otra parte se observa que la primera etapa
de los solventes siguientes provoca la salida del resto del solvente anterior, y por
lo mismo arrastra poco soluto.

CONCLUSIONES

Las presentes conclusiones se refieren especificamente a las ventajas de la
aplicacion del método continuo, que consiste en el pasaje de todos los solventes a
razén de tres volimenes muertos cada uno. Todo ello aplicando un caudal cons-
tante predefinido, adecuado al grado de divisién de la droga (en este caso 0,2 ml
por minuto y por gramo de droga). Dichas conclusiones surgen claramente del es-
tudio del método discontinuo y sus rendimientos parciales. Resumiendo, el méto-
do consiste en:

1. Pulverizar el material vegetal desecado, reduciéndolo a una granulometria co-
nocida en que predominen las particulas pequenas (idealmente entre 60 a
700 pm de didmetro). Tener en cuenta que un grado de divisién excesiva-
mente fino limitara el caudal posible a presién hidrostatica.

2. Empaquetar el polvo obtenido en un bustrén o bien en un percolador, respe-
tando en lo empaquetado la relacién de cinco unidades de longitud por cada
unidad de didmetro.

3.  Definir una serie de solventes, respetando preferentemente el orden de pola-
ridad.

4.  Humectar €l conjunto con el primer solvente de la serie y definir el volumen
empleado (“volumen muerto”), que en las condiciones descriptas es aproxi-
madamente 1,6 ml de solvente por gramo de droga seca.

5.  Pasar sucesivamente, a un caudal de 0,2 ml por gramo de droga seca por mi-
nuto, un total de tres volimenes muertos dé cada solvente, procediendo a re-
coger fracciones segin arte.

Como es logico, .los valores absolutos, en cuanto a soluto extraido, han de
variar segin se proceda sobre diferentes materiales vegetales. No asi los valores
relativos entre las etapas sucesivas de un mismo solvente que dependen sélo del
grado de divisién de la droga y del caudal y volumen del solvente. Del nuevo mé-
todo continuo merecen senalarse las siguientes ventajas:

a) Estandarizacion del tamavio de las particulas. Al establecer un determina-
do espacio de corte entre cuchillas y una determinada velocidad de rotacién se
obtienen particulas homogéneas de didmetro semejante y constante lo que se tra-
duce en un comportamiento uniforme a lo largo de experiencias sucesivas y se
demuestra en la constancia de los volimenes muertos medidos.

b) Estandarizacion del volumen de solvente. Observando los valores de ren-
dimiento hallados (Tabla 4) resulta evidente que es suficienté el pasaje de tres vo-

189



Lépez Villar, A., J.D. Coussio & R.V.D. Rondina

lamenes muertos de cada solvente para extraer aquellas sustancias que tienen
buena solubilidad en dicho solvente.

Se dispone ademds de una prueba indirecta de que tres pasajes (etapas) para
cada solvente son suficientes para extraer una parte significativa del soluto afin.
Dicha prueba estd constituida por los datos numéricos obtenidos cuando se apli-
caron sucesivamente dos solventes de polaridad cercana. Asi, el pasaje de triclo-
roetileno produjo un total de 0,60 g de extracto (Tabla 3), mientras que el dicloro-
metano utilizado a continuacién extrajo solamente 0,26 g de soluto, lo que de-
muestra indirectamente lo exhaustivo de la extraccién anterior, dada la similitud
de polaridad entre ambos solventes.

También se observa un bajo rendimiento cuando se utilizan sucesivamente
dos solventes en orden inverso de polaridad. Es el caso de acetato de etilo y ace-
tona. Esta altima, probablemente por contener agua, resulté mis polar que el
acetato de etilo, pero se percol6 antes del mismo, que s6lo extrajo 0,16 g de solu-
to (Tabla 3) contra 0,89 g extraidos por la acetona.

Otra de las ventajas de la estandarizacién en estas condiciones es que al re-
petir extracciones para la obtencion de mayores cantidades de extracto, el estable-
cer una relacion entre la cantidad de material vegetal (“volumen muerto” entre
particulas) y la cantidad de solvente usada permite obtener extractos similares.

©) Produccion de fracciones diferentes. El método descripto produce fraccto-
nes bien diferenciadas. De esta manera el procedimiento operaria en forma similar
al de un sistema cromatografico. El seguimiento cromatogrifico de las fracciones
permitié establecer una clara diferencia entre ellas (a veces observable atn entre
etapas), ratificando el efecto de seleccién de cada pasaje, como se muestra en el
ejemplo de la Figura 1.

d) Lapso breve de extraccion por cada solvente. Como se muestra en la Tabla
2, la primera etapa arrastra el grueso de los solutos afines al solvente. La Tabla 4
muestra que ya la tercera etapa adiciona sélo el 15-20% del soluto, observacién
que permite limitar a tres el nimero de pasajes de cada solvente, acortando nota-
blemente los tiempos de extraccién.

e) Tiempo de extraccion independiente de la cantidad de material vegetal. El
adaptar el caudal a la cantidad de material a extraer (0,2 ml/min por gramo de
droga) permite independizar el tiempo de extraccién de la cantidad de producto a
extraer (i.e., mayor volumen de material - mayor caudal — mismo tiempo de ex-
traccion). El Gnico requisito es el de respetar, como se dijo antes, las dimensiones
relativas del empaquetado (por cada unidad de didmetro, cinco unidades de altu-
ra).

D Extraccion de mayor niimero de sustancias que utilizando sistemas de ex-
traccion continua con un solo solvente. Es interesante sefialar como ilustrativa la
solubilidad de las sustancias extraidas en este caso particular, que surge de la ob-
servacion de la Tabla 3. Alrededor del 54% del total resulté insoluble en solventes
no polares o medianamente polares, pero soluble en un solvente polar como el
metanol. El 35 % de lo extraido es soluble en solventes no polares, mientras que
el 11% es soluble en solventes medianamente polares.

En cuanto a la utilidad del método en la practica diaria, s6lo podri ser eva-
luada a través de la experiencia de un uso repetido, aplicado a distintas especies y
con diferentes series.
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