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EXTRACCION Y DETERMINACION DE BASES ORGANICAS
BAJO FORMA DE PARES IONICOS

CON COLORANTES ACIDOS. II. Codeina, Cocaina.

RESUMEN

La técnica de colorantes acidos para la determinacion
cuantitativa de bases organicas se empleo para esta-
blecer métodos de analisis conducentes a la valora-
cion de dos alcaloides, fosfato de codeina y clorhi-
drato de cocaina. Luego del estudio de algunos para-
metros que influyen en la formacion y extraccion del
par ionico con un solvente organico, se establecieron
varios métodos con interés analitico para su aplica-
cion en productos farmacéuticos y afines. Como clo-
rantes se ensayaron azul de bromotimol, purpura de
bromocresol y naranja de metilo. En todos los casos
la extraccion se realizé con cloroformo y con ben-
ceno.

SUMMARY

The acid dye technique was studied for the assay of
codeine and cocaine by formation of an ion pair
between the alkaloid and the acid dye. The role of
some parameters on the extraction was investigated.
The dyes used were bromothymol blue, bromocresol
purple and methyl orange. Chloroform and benzene
were used as solvents for the ion pair extraction.

INTRODUCCION

La técnica de extraccion como pares iOnicos de
sustancias de naturaleza basica con interés farma-
céutico ha sido ampliamente empleada para su de-
terminacion cuantitativa en productos farmacéuti-
cos (1-10), de naturaleza vegetal (11,12), alimentos
(13) y fluidos biologicos (14-15).

Gupta y Cadwallader (2,3) estudiaron el efecto en
el grado de extraccion de algunas sustancias con
actividad terapéutica y de algunos excipientes co-
munmente empleados en formulaciones farmacéu-
ticas.

Los conceptos teodricos basicos asi como los facto-
res que deben considerarse en la formacion y ex-
traccion subsecuente de pares idnicos del tipo sus-
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tancia basica-colorante acido fueron discutidos am-
pliamente en publicacion anterior (10). En esta
misma publicacion se presentaron ademas los re-
sultados obtenidos en el estudio con atropina y
escopolamina.

La presente publicacion describe los resultados ob-
tenidos en el estudio de dos alcaloides, fosfato de
codeina y clorhidrato de cocarina.

PARTE EXPERIMENTAL

Los diferentes reactivos empleados asi como las
soluciones buffer, colorantes y solventes organicos
empleados fueron descritos anteriormente (10).

Los alcaloides empleados fueron previamente ana-
lizados por titulacion en medio no acuoso con aci-
do perclorico 0.02M y cromatografia en capa del-
gada. La codeina fue obtenida de Laboratorios
Bayer y la cocaina del Instituto de Medicina Legal
del Ministerio de Salud Publica.

Se emple6 un Potenciometro Fisher Modelo 320
de escala expandida para la calibracion de las solu-
ciones buffer y un Espectrofotometro Perkin
Elmer Modelo 552 para las lecturas y registros es-
pectrofotométricos.

El estudio de la técnica se realizo empleando com-
binaciones de cada uno de los alcaloides con los
colorantes azul de bromotimol (BTB), parpura de
bromocresol (PBC) y naranja de metilo (NM), em-
pleando para la extraccion tanto cloroformo como
benceno.

Los principales parametros en estudio para cada
sistema fueron la influencia del pH de la fase acuo-
sa en la extraccion del par ionico, variacion de la
concentracion de colorante y de la concentracion
del alcaloide en estudio. En algin caso se estudio el
efecto del tiempo en la lectura espectrofotométri-
ca. Las fases organicas empleadas fueron saturadas
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con agua y las fases acuosas saturadas con el sol-
vente organico en cuestion.

El procedimiento general empleado en todos los
casps consistio en la mezcla de 5 ml de fase acuosa
y 10ml de fase organica en erlenmeyer de 125 ml
y de tapa esmerilada. La mezcla se agito mecanica-
mente durante 10 minutos y decanté en ampollas
de 60 ml.

Todas las fases organicas que contenian el comple-

jo extraido presentaron una coloracion amarilla,

razén por la cual su maximo de absorcion se suce-
di6 a una longitud de onda entre 400 y 425 mm.

En los estudios de cambio de concentracion del al-
caloide y con el fin de aumentar la sensiblidad del
método, se agregd a las fases cloroféormicas que
contenian BTB o PBC, tres gotas de hidroxido de
tetrabutilamonio (HBTA) y posterior lectura del
colorante liberado a 635 y 605 nm respectivamen-
te. En el caso de extractos bencénicos, el colorante
se liber6 por adicion de la cantidad equivalente de
NaOH 0.05M y se leyo a 615 y 595nm. Las fases
que contenian NM se trataron con acido sulfurico

0.1M.

Los colorantes BTB y PBC se disolvieron en la fase
organica y el NM en la fase acuosa. Los alcaloides
se disolvieron en la fase acuosa.

En todos los casos las lecturas de absorbancia se
tomaron contra los respectivos blancos, trabajados
simultaneamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los ensayos con NM y benceno, ninguno de los
alcaloides formoé pares ionicos solubles debido a su
baja solubilidad en ese-solvente a lo que contribuye
su bajo peso molecular.

Dada la similitud de resultados, los autores se limi-
tan a exponer algunos resultados bajo forma de
graficas y a discutir gran parte de los mismos.

De acuerdo a las pautas seguidas en (10), para cada
alcaloide se adjuntan tablas que resumen la totali-
dad de resultados obtenidos y las condiciones que
se deben seguir para su determinacion. En ellas
(Tablas II y III) se reporta el pH 6ptimo para la
extraccion, concentraciones de alcaloide que satis-
facen la ley de Lambert-Beer, la absorbancia de la

—

ultima concentracion de alcaloide empleada y la

longitud de onda de la determinacion segin lo
antes descrito. Las tablas contienen ademas los por-
centajes de extraccion obtenidos y los sistemas
para los cuales no se encontro extraccion, ain a
concentraciones elevadas de alcaloide.

1. Codeina Fosfato
A. Azul de Bromotimol-Cloroformo

El porcentaje de extraccion del par ionico en fun-
cion del pH se investigdb a partir de una solucién
de codeina fosfato que contenia 15 mcg/ml en
cada uno de los buffer empleados. Para la reaccion
se mezclaron 5 ml de cada uno de los buffer con
10 ml de BTB 1.25 x 10™*M en cloroformo. Las
lecturas de absorbancia se efectuaron a 635 nm
luego de la adicion de tres gotas de HTBA 0.1M a
cada fase organica aislada y antes de cinco minutos
debido a la inestabilidad del BTB aislado en ese
medio, como se demostrd0 en otra experiencia
(Tabla I).

Tabla 1

ESTABILIDAD DEL SISTEMA CODEINA - BTB
EN CLOROFORMO PREVIA ADICION DE HTBA
0.1M (635nm)

Tiempo A pbma, A pbma. A blanco
(min) vs blanco vs blanco vs CHCl3

2 0.144 0.312 0.167

5 0.143 0.308 0.165

10 0.142 0.307 0.163
20 0.140 0.297 0.160
30 0.137 0.290 0.156
50 0.128 0.278 0.148
70 0.127 0.273 0.144
11.81% 12.50%0 13,77%

La Tabla I indica un ligero descenso en el valor de
la absorbancia, el cual no es muy marcado dentro
de los 10 primeros minutos. El mayor porcentaje
relativo en el descenso al cabo de 70 minutos lo
presenta la solucion del blanco (13.779%0) y el me-
nor la solucion del problema contra el blanco
(11.8190). El descenso en la absorbancia puede ser
debido a la parcial destruccion del complejo for-
mado entre el ion tetrabutilamonio y el BTB. El
descenso parcial no es completamente reversible ya
que la adicién posterior de mas HBTA causa tan
solo un ligero aumento de la absorbancia sin alcan-
zar el valor inicial.

La curva de extraccion en funcion del pH es similar
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Tabla II

RESUMEN DE RESULTADOS PARA LA EXTRACCION DE CODEINA COMO PAR IONICO
CON DIFERENTES COLORANTES ACIDOS

Conc.Molar

Sistema I,H pH mcg/ml A %p extr. A nm
BTB-CHClg 1.25 x 104 7.0 3-15 0.712 100.00 635
BTB-CgHg 1.25 x 104 5.6 7-35 0.725 99.62 405
PBC-CHCly 1.25 x 104 4.4 2-10 0.907 99.87 605
PBC-CgHg 1.25 x 104 - — - — —
NM-CHCl3 2.5 x10°4* 4.6 6-30 0.694 57 525

83.45

94.54

96.71
NM-CHCl3 15 x 104* 46 3.4-17 0.814 100.00 525
NM-CHCl3 15 x 10-4* 46 6-30 0.823 93.33 425
NM-CgHg 2.5 x 10°4* — - - - -

* preparado en el buffer

Tabla III

RESUMEN DE RESULTADOS PARA LA EXTRACCION DE COCAINA COMO PAR IONICO
CON DIFERENTES COLORANTES ACIDOS

Conc.Molar

Sistema IhH pH mcg/ml A Op extr. A nm
BTB-CHCl3 2.0 x 1074 6.4 15-75 0.754 85.79 615
. BTB-CgHg 2.5 x 1074 5.8 15-75 0.800 87.71 615
PBC-CHCl3 2.0x 104 4.2 10-50 0.944 78.85 590
PBC-CgHg — — — — — —
NM-CHCl3 4.0 x 10°4+* 3.6 20-120 0.832 64.03 507
NM-CgHg - — — — — -

* En NM se preparo en la fase acuosa y las concentraciones de alcaloide se reportan por 10mlde fase organica.
a la obtenida con el mismo sistema para la atropina 1
(10). Sin embargo en el caso de la codeina el pH 0,7
optimo para la extraccion es de 7.0 (Figura 1). ]
Este valor de pH indica que la generalizacion que
hacen algunos autores sobre un valor inico para el
sistema BTB-Cloroformo no es valida y el mismo
depende de muchos factores, entre ellos el tipo de
base organica empleada.

0,6 A

0,5 4

Absorbancia

Los resultados sobre la influencia de la concentra- 0,4 1
cion de BTB en la extraccion a pH 7.0 se muestran .
en la Figura 2. La concentracion de codeina em- 03 -
pleada fue de 75 mcg/5ml de buffer y las lecturas '

se hicieron sobre el par ionico intacto (415nm). T
Se observa que a partir de una concentracion de 0,2 -
BTB 0.6x10%M, equivalente a 3.4 veces la del al- |
caloide, la-extraccion es completa con un prome-

dio de 100.57%o para las seis Gltimas concentracio- 0,1 Y T r T v T Y T
nes de BTB. 5,0 6.0 7,0 8,0 9,0

pH

En la Figura 3 se reportan los resultados obtenidos

por variacion de la concentracion de codeina en Figura 1. Influencia del pH sobre la extraccion del complejo codei-
' na-azul de bromotimol por el cloroformo.
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cia de 0.605, valor practicamente igual al propor-
cionado por una solucion de BTB de la misma con-
centracion molar (0.600). La absorbancia se mues-
tra proporcional con concentraciones entre 3 y 15
mcg/ml (r =0.9989).

El método suministra una mayor sensibilidad que
la obtenida al UV y tetrafenilboro (16) y mucho
mas sensible que el de la USP (17) para inyectables
y tabletas y BP (18) para tabletas en presencia de
aspirina.

B. Azulde Bromotimol-Benceno

El comportamiento del complejo codeina-BTB y
su exlraccion con benceno se estudido con valores

0,40 -
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0,10 -
0,00 T T T T T T T T v
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
BTB x 10
Figura 2, Extraccion del par-idnico codeina-azul de bromotimol en
funcion de la concentracion de colorante.
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Figura 3. Curva de calibracion para la extraccion del par-ionico
codeina-azul de bromotimol por cloroformo a pH 7.0.

la fase acuosa y demuestra que el complejo se for-
ma estequiométricamente en relacion 1:1. Una so-
lucién de 63.7 mcg/5ml de tampén, es decir, 63.7
mcg/10ml de fase organica, correspondiente a una
concentracién 1.5 x 10“M presenta una absorban-

—de pH entre 2.8 y 8.3 y una concentracion de co-

2,50 deina de 125mcg por cada 5ml de buffer. La canti-

dad de complejo extraido se determin6 a 405nm y
M el valor de pH obtenido que proporciona la maxi-
ma extraccion es de 5.7.

La curva de calibracion a pH 5.7 se establecio con
concentraciones de codeina entre 35 y 175 mcg/5
ml de buffer y 1.25 x 10*M de BTB. Calculos
apropiados demuestran que el par ionico se forma
en relacion 1:1 y que mediante una sola extraccion
se recupera el 99.62%o de codeina.

C. Parpura de Bromocresol-Cloroformo

La extraccion con cloroformo del par idnico codei-
na-PBC se estudio a valores de pH entre 3 y 8 uni-
dades. Las lecturas se tomaron a 605 nm luego de
la adicion de HTBA a la fase cloroformica que con-
tenia el complejo. La curva obtenida presenta un
valor optimo de pH de 4.4 e indica que tan solo
1.4 unidades por debajo del mismo, la extraccion
se reduce a cero.

Los estudios con concentraciones variables de co-
deina entre 10 y 50 mcg/5 ml de fase acuosa per-
miten detectar la formacion de un par ibnico mo-
noémero y una extracciéon de 99.87%o.

En razon de la mayor absortividad molar del PBC,
el método se muestra mas sensible que cuando se
utiliza el mismo solvente y BTB como componente
anionico del complejo.

D. Naranja de Metilo-Cloroformo

La Figura 4 indica un valor de pH 6ptimo de 4.6
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pH

Figura 4. Extraccion del complejo codeina-naranja de metilo por el
cloroformo en funcion del pH de la fase acuosa.

para la extraccion de la codeina con este sistema.
El estudio se realizo mezclando 5 ml de cada buffer
que contenia NM en concentracion 2.5x10%M con
10 ml de una solucién cloroférmica que contenian
10mcg/ml de codeina base expresados como fos-
fato. El NM se determind a 525nm luego de la
adicion de 1 ml de acido sulfarico al 29%o en alco-
hol absoluto por cada 5 ml de extracto clorofor-

moco.

La curva de calibracion respectiva se elaboré a pH
4.6, mezclando 5 ml de buffer que contenian el
colorante y concentraciones de codeina entre 5 y
25 mcg/ml con 10 ml de cloroformo y lecturas a
525nm luego del tratamiento con el alcohol 4cido.

Para calcular el porcentaje de extraccion se debe
suponer la formacion de un par ionico monomero.
Este grado de extraccion seria tan solo de 57.0%
e indica bien una baja solubilidad del complejo en
cloroformo o bien la formacion de un par ionico
de orden diferente.

Para confirmar cualquiera de las dos hipotesis se
efectuaron extracciones adicionales sobre la fase
acuosa proveniente de la primera extraccion y para
la concentracion de 25mcg/ml. Esta fase acuosa se
tratd por tres veces consecutivas con 10 ml de clo-
roformo cada vez. Estas extracciones aumentaron
la recuperacion a 83.45, 94.54 y 96.71%o respecti-

vamente. Estos resultados sustentan la hipotesis de
la formacion de un par ibnico monémero con una
baja solubilidad en cloroformo.

2. Cocaina Clorhidrato
A. Azul de Bromotimol-Cloroformo

Para el estudio de pH se emplearon soluciones bu-
ffer entre un intervalo de pH de 2.6 a 8.3. Cada 5
ml de buffer que contenian 50 mcg de cocaina
clorhidrato se mezclaron y agitaron mecanicamente
durante 10 minutos con una solucion cloroférmica
de BTB 1.25 x 10*M. Las fases organicas se deter-
minaron espectrofotométricamente a 415 nm, pre-
sentando un maximo a pH 5.2.

De cada una de las soluciones obtenidas que con-
tenian el complejo, asi como de los respectivos
blancos, se tomaron 5 ml para la extraccion del
colorante luego de la destruccion del complejo con
% ml de NaOH 0.05M. Los primeros valores de pH
presentan en este caso lecturas bajas de absorbancia
para incrementarse hasta un maximo a 6.4, pH
Optimo para la extraccion del par iénico. Las lectu-
ras se realizaron a 615 nm sobre la fase alcalina.

El estudio para establecer la concentraciéon 6ptima
de BTB, se realiz6 a pH 6.4 con concentraciones
de BTB entre 0.3 y 2.4x10*M y 52 mcg de alca-
loide por 5 ml de buffer. Los resultados indican
que para una maxima sensibilidad se requiere una
concentracion 10 veces superior a la del alcaloide.

.La ley de Lambert-Beer para este sistema se satis-

face con concentraciones de cocaina entre 3y 15
mcg/ml de solucion buffer de pH 6.4. El complejo
extraido se trato en todos los casos con NaOH
0.05M, obteniéndose un porcentaje de extraccion
promedio de 85.979%o. Este porcentaje no aumento
por extracciones adicionales, indicando tal vez que
el alcaloide no recuperado pas6 a la fase organica
sin arrastrar la cantidad equivalente de colorante.

B. Azul de Bromotimol-Benceno

La extraccion del par ionico cocaina-BTB con ben-
ceno como solvente se estudio frente a soluciones
buffer de valores de pH comprendidos entre 2.6 y

7.1. Las lecturas espectrofotométricas se realizaron
sobre las fases organicas amarillas a 405 nm asi
como a 615 nm luego de la extraccion del coloran-
te presente en el complejo. El pH que proporciona
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la maxima extraccion es de 5.8, valor diferente y
menor para cuando el mismo complejo se extrae
con cloroformo.

Por variacion de la concentracion de BTB, el au-
‘'mento progresivo en la extraccion es menos pro-
nunciado que con el sistema anterior, necesitando-
se por otra parte mayores concentraciones de
colorante para lograr la maxima extraccion. Esta
se obtiene con concentraciones de BTB equivalen-
tes a 3.0x10“M.

Los resultados obtenidos con concentraciones de
cocaina entre 3 y 15 mcg/ml demuestran linearidad
en la respuesta y un porcentaje de extraccion pro-
medio de 87.71. El grado de extraccion es similar
al obtenido con cloroformo y el método se mues-
tra igualmente sensible. Tratamientos adiconales
no aumentaron la extraccion.

C. Purpura de Bromocresol-Cloroformo

La Figura 5 ilustra los resultados obtenidos en la
extraccion de la cocaina por variacion del pH, indi-
cando su maxima recuperacion a pH 4.2, Se obser-
va ademas un rendimiento maximo del método
cuando el complejo es determinado indirectamente
mediante cuantificacion del colorante liberado del
mismo.

La curva de calibracion obtenida entre concentra-
ciones 2 y 10 mcg/ml (r=0.9985) indica un por-
centaje de extraccion de 78.85, porcentaje que no
aumento por extracciones adicionales. La determi-
nacion se realizo a 590 nm luego del tratamiento
de los extractos con NaOH (Figura 6).

El método oficial de determinaciéon del alcaloide
presenta una menor sensibilidad que el propuesto,
pero éste se muestra menos sensible que algunos
métodos por cromatografia de gases (19,20).

CONCLUSIONES

Los métodos para la determinaciéon de la codeina
y de la cocaina se estandarizaron luego de estudiar
los principales parametros que influencian la for-
macion del par i6nico y su extraccion mediante un
solvente organico.

Cuando los porcentajes de recuperacion no sean
los optimos, se recomienda elevar la concentracion
de colorante acido respecto de las normalmente

Absorbancia
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Figura 5. Influencia del pH en la extraccion con cloroformo del par
iénico cocaina-pirpura de bromocresol. 0——0 410nm,
par iénico; B——8590nm, colorante libre.
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Figura 6. Curva de calibracion para la extraccion a pH 4.2 del par
ionico cocaina-purpura de bromocresol en cloroformo.

empleadas o bien aumentar el nimero de extrac-
ciones, procedimientos que generalmente aumen-
tan la extraccion, mejorando la sensibilidad del
método. ‘

La sensibilidad de los métodos desarrollados para
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ambos alcaloides es adecuada y superior a la de
otros métodos desarrollados, ain cuando los por-
centajes de extraccion sean inferiorea al 10090. En
estos casos es absolutamente indispensable someter
los patrones de referencia a las mismas operaciones
de las muestras a valorar.

La realizacion de las técnicas desarrolladas es sen-
cilla y las mismas no requieren de equipo sofistica-
do, cualidades que junto a su alta sensibilidad las
hacen de eleccion para la determinacion cuantita-
tiva y aislamiento mas selectivo de bases organicas
nitrogenadas.
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