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                EXTRACCIÓN Y AISLAMIENTO DE LOS COMPONENTES NO VOLÁTILES DE PLANTAS DE
   LA FAMILIA DE LAS LABIADAS
   REACTIVOS:
   Disolventes: hexano, éter, acetato de etilo, cloruro de metileno,
   acetona y metanol.
   Silicagel de capa fina y columna.
   MATERIAL:
   Aparato de extracción continuada (Soxhlet).
   Extensor de placas para cromatografía en capa fina.
   Placas y columnas de cromatografía.
   Cubetas de revelado.
   Gradillas y tubos de ensayo.
   PRODUCTOS:
   Plantas del género de las Labiadas.
   Procedimiento:
     A. 
       Extracción de los componentes no volátiles del material vegetal:
   Secar y picar en trozos pequeños la planta a extraer. Hacer un
   cartucho con papel de filtro del tamaño del aparato Soxhlet a utilizar
   y llenarlo de la planta picada. Acoplar el Soxhlet a un matraz de
   medio o un litro con la mitad de su capacidad de un disolvente
   adecuado (en polaridad creciente: hexano, cloruro de metileno, acetato
   de etilo y metanol) y a un refrigerante. Calentar hasta que no se
   observe que hay extracción con el disolvente utilizado. Retirar el
   disolvente y concentrar a presión reducida en rotavapor y guardar el
   residuo que se obtenga. Agregar el siguiente disolvente en polaridad y
   repetir el proceso de extracción y así sucesivamente. De esta manera
   obtendremos de la planta cuatro fracciones de polaridad creciente:
   fracción hexánica, de cloruro de metileno, de acetato de etilo y de
   metanol.
    
   ===============
   Extracción Soxhlet Preparación de placas
   ========================================
     B. 
       Preparación de placas para cromatografía en capa fina:
   Lavar exhaustivamente doce placas de 10 x 20, secarlas y colocarlas en
   la base del extensor de placas. Preparar en un erlenmeyer una papilla
   bien homogeneizada con 25 g de silicagel de capa fina (SiO2 de yeso
   para que fragüe) y 50 mL de agua destilada. Con ayuda del extensor,
   con el grosor adecuado de capa, extender la papilla sobre las placas
   antes de que endurezca. Al cabo de un rato retirar las placas y
   dejarlas que sequen.
     C. 
       Análisis de la composición de las diferentes fracciones obtenidas
       de la planta por cromatografía en capa fina:
   En la base de una placa, aproximadamente a un centímetro de la base
   colocar, con ayuda de un capilar una pequeña muestra de cada fracción
   obtenida en las extracciones de la planta en forma de mancha redonda
   no muy concentrada. Desarrollar la placa en un tanque donde habrá un
   disolvente o mezcla de disolventes de polaridad adecuada. El
   disolvente ascenderá a través de las manchas y arrastrará a sus
   componentes a lo largo de la placa una distancia mayor o menor
   dependiendo de sus características moleculares.
   
   Para visualizar los diferentes componentes en el soporte sólido una
   vez separados, se procede a su revelado mediante pulverización oleum
   (ácido sulfúrico + ácido acético glacial + agua, 8/32/160) y posterior
   calentamiento en estufa a 120 °C. De esta manera aparecerán en la
   placa diferentes manchas según la complejidad de la mezcla de partida.
   Se denomina Rf a la distancia recorrida por cada componente de la
   mezcla dividido por la distancia recorrida por el disolvente. El
   proceso de separación tiene lugar por la diferente adsorción de cada
   componente a la superficie del soporte sólido (silicagel), esto ocurre
   a través de enlaces de hidrógeno o fuerzas electrostáticas entre la
   molécula orgánica y la silicagel. En general cuanto más polar es un
   compuesto (mayor número de grupos hidroxilo posee) más se retiene y
   menor es su Rf. Cuanto mayor es la polaridad del disolvente del tanque
   (o sea, cuanto mayor es la proporción de los disolventes más polares,
   acetona y metanol) mayor será el espacio recorrido por todos los
   componentes y esta polaridad se ha de ajustar de forma que las manchas
   queden centradas en la placa y se pueda analizar su composición
   adecuadamente. Comparar las manchas obtenidas en cada una de las
   extracciones, deducir el mínimo de componentes de cada una y comprobar
   que se trata de porciones de compuestos cada vez más polares, puesto
   que se retienen más en la placa.
   
   Cromatograma: Concepto de Rf
    
   Desarrollo de la placa Revelado de la placa
     D. 
       Preparación de una columna para cromatografía en columna:
   Tomar una columna de diámetro adecuado, según la cantidad de extracto
   a separar, colocar en su extremo inferior un poco de algodón, rellenar
   con silicagel de columna (más suelta, no contiene sulfato cálcico)
   unos 8 ó 10 cm de la misma. Hacer vacío por el extremo fino a la vez
   que se vibra de forma que el soporte sólido se empaque homogéneamente.
   Añadir en torno a un centímetro de arena de mar en la cabeza de la
   columna para evitar deformaciones de la silicagel al agregar
   disolvente.
     E. 
       Separación de los componentes del extracto de una planta por
       cromatografía en columna:
   Colocar la columna en el banco, conectarla al sistema de presión y
   humectarla pasando el disolvente más apolar de la mezcla que se vaya a
   utilizar para la separación (cloruro de metileno), hasta que se haya
   desalojado todo el aire. Disolver el extracto de cloruro de metileno
   de la planta antes obtenido, y ponerlo en la cabeza de la columna con
   ayuda de una pipeta. Pasar algo de disolvente apolar hasta introducir
   el producto en la silicagel e ir agregando mezclas de polaridad
   creciente de dos disolventes (cloruro de metileno/acetona, cloruro de
   metileno/metanol,...). Colectar las fracciones de la columna en tubos
   de ensayo, ir pinchándolos en placa y revelando éstas para así
   analizar su composición y la separación conseguida con la columna.
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