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RESUMEN

La técnica de extraccién de bases orgénicas nitrogena-
das mediante la formacién de pares i6nicos con colorantes
4cidos se aplic6 a los alcaloides atropina y escopolamina.
La técnica se optimizé luego del estudio de los principales
pardmetros involucrados en el proceso de la extraccion.
Los colorantes empleados fueron azul de bromotimol,
purpura de bromocresol y naranja de metilo. Como sol-
ventes para la extraccion de los pares i6nicos se emplea-
ron cloroformo y benceno. Las técnicas desarrolladas se
aplicaron a la determinacién de atropina en inyectables.

SUMMARY

The acid dye technique was apllied to the ion pairs ex-
traction of atropine and scopolamine. The dye moietie
was either bromothymol blue, bromocresol purple or
methyl orange. Chloroform and benzene were used as sol-
vents for the extractions. The optimized techniques were
applied to the assay of atropine inyections.

INTRODUCCION

Auerbach (1) propuso el empleo de indicadores,
materias colorantes aniénicas, para la determina-
cién espectrofotométrica de sales germicidas deri-
vadas de amonio cuaternario. La utilizacién de es-
tos colorantes constituye punto de partida de nue-
rosos métodos de valoracién de sustancias organi-
cas nitrogenadas (2-16).

Divatia y Biles (2) estudiaron las constantes de
extraccién de algunas aminas bajo forma de pares
i6nicos con tropaeolina 00 en solventes inmiscibles.
Schill y col. (9, 11-13) estudiaron la extraccién de
aminas y de sales de amonio cuaternario con azul de
bromotinol. Lindén y Schill (17) determinaron
atropina con azul de bromotimol luego de su sepa-
racién por cromatografia de particién de pralidoxi-
ma, tropina y otros productos de descomposicién.
Garrett y col. (18, 19) determinaron biguanidas en
fluidos biolégicos con azul de bromotimol y cloruro
de metileno.

En el estudio desarrollado en etapas sucesivas se
establecen y proponen métodos de andlisis median-
te la técnica con colorantes dcidos para varios alca-
loides y varios antihistaminicos. Para cada sustan-
cia se estableci6é su comportamiento frente a tres
colorantes y a su vez cada combinacion frente a dos
solventes organicos, cloroformo y benceno. En esta
publicacién se exponen los resultados obtenidos
para atropina y escopolamina, mientras que los res-
tantes serdn objeto de otras publicaciones. Si bien
el empleo de las técnicas constituye nuevos estu-
dios, a manera introductoria los resultados se apli-
caron al andlisis de atropina sulfato en inyectables.

Los procedimientos que emplean indicadores
para determinar bases nitrogenadas se fundamen-
tan en la reaccién del colorante que posee unién ne-
gativo bastante cargado con el compuesto en cues-
tién que posee un gran catién, para formar un com-
plejo o par iénico en la fase acuosa el cual es luego
extraido por un solvente orgédnico no polar adecua-
do.

El Diagrama 1 presenta una serie de equilibrios
para un sistema de dos fases, el cual tiene ademés en’
cuenta la posible formacién de pares i6nicos “para-
sitos” generalmente con iones inorganicos (X ™) al
igual que la presencia de sustancias dibdsicas.

Las condiciones del método deben tender en con-
secuencia a favorecer la constante de extraccién K,
favoreciendo a su vez la formacién y presencia del
par iénico base-indicador en la fase organica.

Para una adecuada sensibilidad del método, es-
pecial énfasis debe hacerse respecto del tipo de sol-
vente, del indicador (su pKjy,) y del pH de la fase
acuosa. Este ultimo pardmetro es de singular im-
portancia ya que de él dependera el porcentaje de
las diferentes especies involucradas en cada una de
las fases y consecuentemente del par iénico en la
fase organica.

Merece especial atencién la seleccién del sistema
tampo6n pues su composicién puede dar lugar a la
formacién de pares i6nicos indeseables y solubles
en la fase orgénica, formados a partir de la sustancia
a determinar y los componentes del buffer (20-24).
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Diagrama 1 Consideracién de los diferentes equilibriosinvolucrados en el proceso de extraccion del par iénico sustancia
nitrogenada-colorante acido.

I'N™* es el indicador aniénico en In” su ién coloreado

BH* o BH*?es el componente catiénico (base nitrogenada o derivado de amonio cuaternario)
BH™* In 0 BH" In3, el par i6nico en estudio

BH* X 0 BH3}? X;, corresponden a pares i6nicos “pardsitos”

K,.- Ka, Ka,,, Ka, son constantes de disociacion
K, K;, K3 son constantes de equilibrio

K es la constante de extraccion del par iénico base-colorante

PARTE EXPERIMENTAL

Soluciones tamp6n 0.05M preparadas a partir del
4cido citrico 0.05M y fosfato dis6dico 0.05 M para la
zonade pH entre 3.0y 7.8.

Soluciones tamp6n 0.05M preparadas a partir de
4cido borico 0.05M y bérax 0.05M y de 4cido bérico
0.05M e hidréxido de sodio 0.05M para la zona de
pH entre 7.8 y 9.2 y entre 9.4 y 10.6 respectiva-
mente.

Pirpura de bromocresol. azul de bromotimol,
cloroformo y benceno calidad Fisher.

Naranja de Metilo calidad BDH.

Los alcaloides Atropina Sulfato y Escopolamina
Bromihidrato se valoraron por titulacién potenci-
métrica en medio no acuoso con acido perclérico
0.02M. La pureza de los alcaloides fue igualmente
controlada por cromatografia en capa fina al igual
que la de los colorantes empleados.

El comportamiento de cada uno de los alcaloides
se estudio frente a los colorantes azul de bromoti-
mol (BTB), pirpura de bromocresol (PBC) y na-
ranja de metilo (NM). Cada posible combinacién
de alcaloide-colorante se experimento6 frente a dos
solventes, cloroformo y benceno, con constantes
dieléctricas de 4.81 y 2.28 respectivamente.

Para cada sistema los principales parametros te-
nidos en cuenta se relacionan con la influencia del
pH, tiempo de lectura y concentracién de alcaloide.
El tiempo de agitacion y mezcla se estudi6 en algu-
nos casos debido a que luego de un corto periodo de
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tiempo su influencia es nula. Estos resultados al
igual que los obtenidos por variacién de la concen-
tracion de colorante se publicardn posteriormente.

En todos los casos, los volimenes de fase organi-
ca (10 ml) y fase acuosa (5 ml) se mezclaron en un
erlenmeyer de tapa esmerilada de 125 ml de capaci-
dad. Luego de efectuar las diferentes reacciones, la
mezcla se dejoé separar completamente en ampollas
de decantaciéon de 60 ml. Salvo en los estudios de
tiempo de agitacion, ésta se realiz6 mecdnicamente
y durante un tiempo de 10 minutos, aunque S minu-
tos fueron suficientes para todos los sistemas.

Para aumentar la sensibilidad se agregaron a la
fase orgédnica que contenia el complejo en clorofor-
mo, 3 gotas de hidréxido de tetrabutilamonio
(HTBA) 0.2M a las fases con BTB o PBC y 1 ml de
H,S0, al 2% en alcohol anhidro a las fases con NM.
Estos reactivos en fases bencénicas producen turbi-
dez por lo cual en su lugar se podria extraer el BTB
o el PBC con NaOH 0.05 M y el NM con H,SO,
0.1M.

Los espectros de absorcién de los colorantes pu-
ros se determinaron en medios dcido y bdsico en
concentracién 1.5 x 10°M para el BTBy el NM y
1.0 x 107°M para el PBC. Puesto que la mayoria de
los pares i6nicos se formanl:1, las concentraciones
empleadas de alcaloide en los ensayos preliminares
fueron aproximadamente de igual magnitud.

La influencia de la concentracién del alcaloide y
colorante se estudi6 siempre al pH 6ptimo previa-
mente hallado; para todos los sistemas, a excepcion
de aquellos con NM, el colorante se disolvié en la
fase orgdnica y las sales de los alcaloides en las fases



acuosas. Con el NM, éste se disolvié en la fase acuo-
sa y la base orgédnica extraida de su sal en la fase or-
gdanica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los espectros de absorcién de cada uno de los
complejos en cloroformo o en benceno se determi-
naron a partir de uno de los extractos obtenidos en
los estudios de pH. Estos complejos son amarillos y
absorben en la regién de 390-430 nm, indicando asi
la presencia de la forma no ionizada de los indicado-
res PBC y NM o del anién monovalente del 4cido di-
basico BTB.

Al destruir los complejos con HTBA se libera la
forma azul del BTB presentando un maximo a 635
nm, que corresponde al que presenta el anién diva-
lente en solucién acuosa. Para el PBC se obtiene su
forma pirpura o aniénica con un maximo a 605 nm.
El tratamiento con H,SO, en alcohol anhidro a
complejos formados con NM libera su forma roja
con una absorcién maxima a 525 nm.

Dado el procedimiento general y fundamental
antes descrito, el autor se limita a exponer algunos
resultados bajo forma de graficas que son ilustrati-
vas de los obtenidos y a discutir la mayoria de los
mismos. Igualmente se adjuntan tablas para cada
uno de los alcaloides donde se anotan las principa-
les condiciones experimentales establecidas para la
determinacién de los mismos en las diferentes com-
binaciones colorante-solvente.

Hacen referencia a la concentracién de indicador
en la fase orgdnica, al pH 6ptimo para la extraccién
asi como a las concentracicnes de alcaloide que sa-
tisfacen la Ley de Lambert-Beer y que se expresan
en microgramos por mililitro de fase acuosa.

Las absorbancias a las longitudes de onda especi-
ficadas corresponden a la ultima de las concentra-
ciones mencionadas. Las longitudes de onda de 635
y 605 nm corresponden a fases organicas adiciona-
das de HTBA que contenian BTB y PBC respecti-
vamente. El HTBA puede ser reemplazado por ex-
traccién con NaOH 0.05M y lecturas a 615 nm. Para
algunos sistemas se reportan las concentraciones
empleadas de alcaloide cuando se determina el
complejo intacto.

Los porcentajes de extraccién obtenidos bajo las
condiciones especificadas se reportan en las Tablas
I y I y para algunos casos los hallados por extrac-
ciones sucesivas, cada vez con 10 ml de solvente. Fi-
nalmente se mencionan los sistemas ensayados que
no revisten interés analitico y para los cuales la ex-
traccion fue nula o demasiado baja, ain con con-
centraciones elevadas de alcaloide.

1. Atropina Sulfato
A. Azul de Bromotimol-Cloroformo

En el estudio del pH, 2 ml de una solucién acuosa
que contenian 600 mcg de atropina sulfato se dilu-

yeron separadamente a 50 ml con cada uno de los
buffer 0.05M enunciados y para cubrir la zona de
valores de pH entre 5.0 y 11.0.

Para efectuar la reaccién, 10 ml de una solucién
1.25 x 10~*M de BTB en cloroformo (39.03 mg/500
ml) se mezclaron con 5 ml de cada solucién tamp6n
que contenian 120 mcg de atropina sulfato y el con-
junto se sometié a agitacién mecénica durante 10
minutos. Luego de separacion de las fases, se adi-
cioné a cada extracto cloroférmico 3 gotas de
HTBA 0.1M. La coloracién azul obtenida se deter-
miné a 635 nm contra blancos respectivos tratados
similarmente (Fig. 1). Los resultados obtenidos in-
dican un pH de 7.4 como el 6ptimo para la extrac-
cién.

ABSORBANCIA x10
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Figura 1 Influencia del pH sobre la extraccion del par idnico
atropina-azul de bromotimol en cloroformo (635 nm).

Este valor de pH esta practicamente de acuerdo
con el valor reportado por Schill (13) y por Lindén y
Schill (17) quienes encontraron un valorde 7.4y 7.6
respectivamente para la extraccién de los comple-
jos. De otra parte, Gupta y Cadwallader (14), no se
muestran de acuerdo con los anteriores valores al
encontrar un valor de 6.6 para el analisis de tiami-
na, limitando ademas la concentracién de BTB a
1x 10~*M por la formacién de emulsién a concentra-
ciones mas altas.

Debe recalcarse que en realidad el valor de pH
6ptimo depende del sistema a emplear, al igual que
la formacién de emulsién del pH, del colorante y
del tipo de solvente.

Es asi que Gupta y Ferguson (25) en su ensayo
con atropina encuentran un valor de pH de 5.2 para
la extraccién con cloroformo y BTB 2 x 10~*M, pre-
firiendo realizar la determinacién apH 6.2 debido a
la alta absorbancia del blanco a pH 5.2, asi como a
la formacién de emulsién.
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Al valor de pH 6ptimo encontrado no se observé
formacién de emulsién a concentracién 1.25 x 10~
M en BTB y la correccién debida al blanco fué muy
pequeiia en razén del bajo coeficiente de distribu-
cién del BTB en cloroformo a pH 7.4. Esta correc-
cién quedaria practicamente eliminada si se quisie-
ra trabajar con el complejo intacto (415 nm). A va-
lores més bajos de pH aumenta la cantidad libre de
indicador en la fase orgéanica, efecto que se corrige
con los blancos. Unintento de trabajar a un valor de
pH de 8.5 para eliminar la correccién debida al
blanco (6) se tradujo en una baja sensibilidad.

ABSORBANCIA x10
w
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Figura 2 Curvade calibracion para la extraccién a pH 7.4 en clo-
roformo de atropina en forma de par iénico con azul de
bromotimol (635 nm).

En la Figura 2 se reportan los resultados obteni-
dos por variacién de la concentracién de alcaloide
en la fase acuosa. La absorcién obtenida con una
concentracién 1.5 x 10°M (52.12 mcg/10 ml) es
comparable ala obtenida con una concentracién 1.5
x 10°M de BTB. De acuerdo a esta reaccién 1:1,
célculos adecuados para las diferentes concentra-
ciones de atropina indican una extraccién de
99.41%.

La sensibilidad del método desarrollado es supe-
rior ala de otros reportados en la literatura (26-31),
lo mismo que a la del método de Gupta y Ferguson
(25), pues se propone determinar el colorante libe-
rado del complejo.

B. Azul de Bromotimol-Benceno

El valor de pH 6ptimo para la extraccién con este
sistema fue de 5.6, valor que difiere del encontrado
en cloroformo y que indica la necesidad de evaluar
el pH cuando se quiera cambiar el solvente. Los re-
sultados se deben a la diferente solubilidad del com-
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plejo en los dos medios por la diferente constante
dieléctrica de los dos solventes. Para ninguno de los
valores estudiados se observé formacién de emul-
sién y las fases se separaron rapidamente.

En los estudios sobre la influencia por variacién
de concentracién de atropina se obtuvo un porcen-
taje de extraccién de 100% para el par i6nico mo-
némero. La sensibilidad con benceno como solven-
te orgdnico es similar a la reportada por Gupta y
Ferguson (25) con BTB-CHCI; y superior a la de
otros métodos discutidos anteriormente (26-31).

C. Purpura de Bromocresol-Cloroformo

El pH encontrado que conduce a la extraccién
o6ptima fué de 4.4, valor inferior al encontrado con
el mismo solvente pero con BTB. En este sistema el
porcentaje de extraccién de acuerdo a la curva ob-
tenida es marcadamente influido por el pH a ambos
lados del 6ptimo.

Los estudios con concentraciones variables de
atropina permiten detectar la presencia de un par
i6nico con una extraccién del 100% . Dada la mayor
abortividad del PBC en medio alcalino el método se
muestra unas dos veces més sensible que aquel que
emplea BTB.

El valor de pH 4.4 no estd totalmente de acuerdo
con el encontrado por El Masry y Khalil para la
hiosciamina (32). Por otro lado la sensibilidad del
método propuesto es superior, hecho que segiin cél-
culos adecuados resulta de realizar las determina-
ciones sobre diferentes formas del PBC.

D. Naranja de Metilo-Cloroformo

Los estudios por variacién de pH concluyen en un
valor de 5.2 para la extraccién 6ptima (Fig. 3) mien-
tras que al variar la concentracién de atropina las
extracciones a pH 5.2 presentaron un porcentaje de
extracciéon de 64.6% tunicamente. Una segunda y

ABSORBANCIA x 10
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Figura 3 Extraccion con cloroformo del complejo atropina-
anaranjado de metilo en funcién del pH de la fase
acuosa (425 nm).



tercera extraccidon realizados sobre la solucién
acuosa correspondiente a la ultima concentracién
de atropina aumentan el porcentaje de extraccion a
92.3 y 100% respectivamente (Fig. 4).

En consecuencia, si se quiere emplear este méto-
do y aumentar al maximo la sensibilidad se debe
proceder con tres extracciones consecutivas sobre
la misma fase acuosa y nuevas porciones de cloro-
formo. La sensibilidad obtenida con una sola ex-
traccion es sin embargo superior a la reportada en
algunos métodos de la literatura (26-31).

ABSORBANCLIA x10
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Figura 4 Curva de calibracion para la extraccion con clorofor-
mo a pH 5.2 del complejo atropina-anaranjado de me-
tilo: y———4: a 425 nm; 0——a : a 525 nm luego de
la adicién de acido sulfiirico alcohdlico.

2. Escopolamina Bromhidrato
A. Azul de Bromotimol-Cloroformo

La curva de porcentaje de extraccién contra pH
presenté un valor de 6.8 para el pH 6ptimo. El per-
fil de la curva es similar al obtenido con la atropina,
ambas bases monoacidicas. Los estudios estequio-
métricos indicaron una extraccién de 90.39% para
el par iénico monémero, extracciénincompleta de-
bido a que la especie no es totalmente soluble en la
fase orgdnica. Este grado de solubilidad ha sido
igualmente encontrado para otros pares iénicos de
la escopolamina con aniones inorgénicos (20).

El método es uns dos veces més sensible que el re-
portado por Khalil (32); por otra parte, una deter-
minacién a pH 5.6 recomendada (32) se podria tra-
ducir en una variacién apreciable de la extraccion
por un ajuste inadecuado del mismo o por errada
correccién del blanco.

La sensibilidad obtenida es mayor que la del mé-
todo reportado por Ashley (26) y del hidroxamato

(27) asi como al de la BP (33) para tabletas e inyec-
tables. El método resulta menos sensible que el de
la USP (34) por cromatografia de gases pero es me-
nos dispendioso.

B. Azul de Bromotimol-Benceno

En los estudios de pH se encontré la méxima ex-
traccion con una fase acuosa de pH 5.9, valor que
difiere del encontrado para el mismo par i6nico en
cloroformo. De otra parte se encontré una extrac-
cién incompleta del complejo (48.95%), inferior a
la obtenida con cloroformo e indicando menor afi-
nidad del mismo por el benceno (Fig. 5).

ABSORBANCIA x10
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Figura 5 Extraccion con benceno del coiplejo escopolamina-
azul de bromotimol en funcién del pH de la fase acuosa
(450 nm).

C. Purpura de Bromocresol-Cloroformo

Las experiencias sobre la influencia del pH en la
extraccion del par iénico escopolamina-pirpura del
bromocresol demuestran que la extraccién maxima
se sucede a pH 4.4 (Fig. 6), valor que difiere de 4.0
encontrado por otros autores (32) para el mismo sis-
tema.

Para cada una de las concentraciones de la curva
de calibracién a pH 4.4 se obtuvo un porcentaje de
extraccién de 36.23% para el pariénico 1:1. Nuevas
extracciones, que confirman este tipo de par iénico,
produjeron cantidades adicionales de complejo.
Estas extracciones, en nimero de tres efectuadas
sobre la fase acuosa resultante de la concentracién
de 72 mcg/5 ml aumentaron la extraccion a 64.38,
74.97 y 80.65% respectivamente.

La aplicacién del método a formas farmacéuticas
de uso parenteral se realizé en inyectables de atro-
pina sulfato con una cantidad tedrica etiquetada de
1 mg/ml. Se ensayaron por triplicadolos sistemas en
los cuales se encontré extraccién de interés analiti-
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Figura 6 Influencia del pH de la fase acuosa sobre la extraccién
con cloroformo del complejo escopolamina-pirpura
de bromocresol (605 nm).

co del alcaloide bajo forma de par i6nico (Tabla I).
Los resultados (Tabla II) se comparan con el méto-
do reportado por la USP XVII (35) y los mismos de-
muestran la fiabilidad de los obtenidos en el curso
de lainvestigacién. Los cuatro métodos, con ligeras
modificaciones, se pueden aplicar a la valoraciénde
atropina en tabletas y gotas oftalmicas.

Para el sistema BTB-CHCI; y PBC-C¢Hg en caso
de no disponerse del reactivo HTBA, éste puede
ser reemplazado por extraccién de la fase organica
con NaOH 0.05M y lecturas de absorbancia 615 y
590 nm respectivamente. Si se quisiera o fuera nece-
sario una mayor sensibilidad se podria reducir el
volumen de NaOH para la extraccién del colorante
en el complejo.

La sensibilidad del método con BTB-C¢Hg puede
aumentarse igualmente por extraccién con NaOH
0.05M. Lo mismo puede lograrse con el sistema
NM-CHCIl; mediante extraccion con H,SO40.1M o
por adicién de acido sulfirico alcohdlico a la fase
cloroférmica para lecturas de absorbancia a 507 y
525 nm respectivamente.

Elmétodo oficial de la BP (33) para la determina-
cién de atropina en ungiientos, inyectables y table-
tas requiere de unos 10 mg de sustancia, resultando
menos sensible que las técnicas aqui propuestas. La
técnica de la USP XXI (36) presenta mayor sensibi-
lidad pero requiere de mas tiempo, de equipo costo-
so y no resulta de ficil ejecucién, inconvenientes
que son precisamente los que se han querido elimi-
nar dentro del principal objetivo de la investiga-
cién. Por las razones anteriores los métodos se com-
paran con el titrimétrico de la USP XVII (35), mé-
todo que requiere de tiempo comparable pero de
unos 40 mg de atropina, siendo en consecuencia po-
bre en sensibilidad.
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TABLA Neo. 1

SISTEMA DE EXTRACCION PARA
ATROPINA SULFATO CON COLORANTES

ACIDOS
Conc. Molar C
Sistema InH pH | mcgml | A | %extrac. { A nm
BTB-CHCl, 1.25x10% 7.4 | 315 |oss7] 99.16 | 635
BTB-C¢Hg [1.25x10% }5.6 | 630 |0.805f 100.0 405
PBC-CHCl,y1.25x10* | 4.4 | 1.6-8.0 ] 0.903] 100.0 605

PBC-C¢H, |1.25x10% | -

NM-CHCl, | 2.5x10* 5.2 ] 420 |0.766 64.6 525

92.3

100.0
NM-CHCl, [2.5x10%" |52 ] 4-20 |0.457] 64.6 425
NM-C¢H, |2.5x1-4 - - - - -

* Preparado en el buffer

InH: indicador o colorante aniénico
pH: valor de pH 6ptimo para la extraccién
Cmcg/ml: concentraciones de atropina que satisfacen la Ley de
Lambert-Beer
A: absorbancia obtenida con la ultima de las concentraciones
anotadas
A nm: longitud de onda de la determinacién

TABLA No. 2

VALORACION DE ATROPINA EN
INYECTABLES POR EL METODO
DE EXTRACCION DE PARES IONICOS

CON COLORANTES ACIDOS
Cpt Atropinal

Método mcg/Sml | Apt | Apb |'mcg/ml |% cant.etiq.
0.462 | 0.479

BTB-CHCIl, | 40 0.466 10.483] 1.036 103.65
0.466 | 0.484
0.321 j0.334

BTB-CsH, 60 0.328 10.338] 1.038 103.80
0.326 | 0.340
0.432 ]10.445

PBC-CHCl; | 20 0.440 | 0.458] 1.039 103.86
0.448 1 0.468
0.323 | 0.334

NM-CHCl, 0.328 10.345] 1.038 103.79
0.324 }0.333

USP XVII 1.011 101.10

Cot: concentracién de patrén en mcg por S ml de fase acuosa

Ape absorbancia del patrén
A absorbancia del problema

pb*

Para el caso de la determinacién de los alcaloides
derivados del tropano en mezclas, se necesita gene-
ralmente de una separacién previa de los alcaloides
(37, 38).

ElMasry y Khalil (32) encuentran que la clorofila
presente en tinturas de belladona no interfiere
cuando se mide el color violeta del PBC presente en
el complejo luego de su tratamiento con NaOH vy



que la escopolamina a valores de pH superiores a
6.6 no es extraida con PBC-CHCIl;. Encuentran
ademads que la curva de calibracién para hiosciami-
na empleando BTB-CHCl; a pH 5.6 es casi idéntica
a la obtenida con PBC-CHCl; a pH 6.6.

Por esta razén, determinan ambas sustancias a
pH 5.6 con BTB y con ayuda de las pendientes obte-
nidas de las curvas de calibracién para hiosciamina
y escopolamina con PBC a pH 6.6. determinan am-
bos alcaloides en mezclas sintéticas, con un porcen-
taje de recuperacién de 98.6 y 101.5% respectiva-
mente. Se debe recalcar que estos valores de pH no
son los 6ptimos para la extraccién de los alcaloides
en tales sistemas. Queriendo eliminar la posible
interferencia de la escopolamina y de la atropina a
pH 5.3 empleado por Durick y col. (3), emplean
PBC apH 6.6 en la determinacién de hosciamina en
tinturas de balladona.

En el presente trabajo se encontré que efectiva-
mente a pH 6.6 con el sistema PBC-CHCI, (Fig. 6),
la escopolamina no presentaria mayor interferencia
en la determinacién del contenido de hiosciamina
en la tintura, interferencia alin menor por el trabajo
a 420 nm.

Sin embargo, el método para mezclas mediante el
empleo de pendientes no es del todo adecuado, es
dispendioso y requiere necesariamente del empleo
de curvas de calibracién.

De los resultados obtenidos para atropina y esco-
polamina (Tablas I y III), se prodria determinar la
primera con BTB-CHCIl; apH 9.0, con BTB-C4Hg a

TABLA No. 1

SISTEMAS DE EXTRACCION PARA
ESCOPOLAMINA BROMHIDRATO CON

COLORANTES ACIDOS
Sistema Conc. {pH|mcg/ml| A | extrac. b nm|
Molar InH o
BTB-CHCI; | 1.25x10* { 6.8} 3.6-18 | 0.847 | 90.39 | 635
BTB-C¢H, | 1.25x10* |5.91 2.4-12 | 0.675 | 48.95 | 405
PBC-CHCl, | 1.25x10* | 4.4] 3.6-18 | 0.647 | 36.23 | 605
64.38
74.97
80.65
PBC-CHCl, | 4.0x10* |44 16 |0.321| 68.86 |410
PBC-C¢Hy | 1.25x10* | - - - - -
NM-CHCI, | 2.5x10%* | - - - - -
NM-C4¢Hg 2.5x104* | - - - - -

* Preparado en el buffer
InH: indicador o colorante aniénico

pH: valor de pH 6ptimo para la extraccién

C mcg/ml: concentraciones de atropina que satisfacen la Ley de
Lambert Beer

A: absorbancia obtenida con la dltima de las concentraciones
anotadas

A nm: longitud de onda de la determinacién

pH 8.5 0 con PBC-CHCl; a pH 6.5. Para estos siste-
mas a los valores especificados de pH la escopola-
mina no formaria el complejo correspondiente. Se-
ria ain mds conveniente la determinacién directa
de los complejos en los sistemas con cloroformo, es
decir, sin adicion de HTBA o extraccién con
NaOH. La escopolamina podria ser luego determi-
nada por extraccion de los mismos sistemas con clo-
roformo previo ajuste del pH de la fase acuosa a
6.7, 5.9 y 4.4 respectivamente.

Otro método que tal vez arrojaria los mejores re-
sultados seria con NM-CHCl;; como se ha demos-
trado la escopolamina no forma complejo soluble a
los valores estudiados de pH por lo cual la atropina
seria facilmente determinada a pH 5.2 (Fig. 3). A
continuacion la escopolamina seria extraida con
BTB-C¢Hg al mismo valor de pH, valor al cual el
grado de extraccion del alcaloide no varia demasia-
do en funcién del pH o bien luego de ajustar el mis-
mo a 5.9, valor 6ptimo para la extraccién (Fig. 5).

CONCLUSIONES

Las conclusiones experimentales 6ptimas para la
determinacién de los alcaloides estudiados se esta-
blecieron luego de evaluar los principales parame-
tros que intervienen en la extracciéon de los pares
iénicos.

Para cada alcaloide fue posible establecer varias
técnicas de andlisis para su cuantificacién, y de las
mismas se puede establecer la factibilidad de deter-
minar una base orgénica nitrogenada en presencia
de otra, tal como se discuti6 para la mezcla atropi-
na-escopolamina.

Durante los diferentes ensayos se demostré que
la presencia de la sustancia a determinar o del colo-
rante en una u otra de las fases conduce siempre a
los mismos resultados.

Cuando no se logran recuperaciones del 100%
debido unicamente a una relativa solubilidad del
par iénico, se recomienda realizar extracciones adi-
cionales con solvente puro, procedimiento que en
algunos casos puede mejorar la sensibilidad del
método.

Los métodos y sistemas estudiados presentan una
adecuada sensibilidad aiin aquellos en los cuales la
extraccién no es completa y son bastante mds sensi-
bles que la mayoria de los reportados en la litratura.
Las técnicas desarrolladas no requieren de equipo
sofisticado y son de rapida y fécil ejecucion.

La importancia de los métodos en el analisis de
alcaloides y los resultados se verificaron sobre in-
yectables de atropina sulfato de 1mg/ml. La deter-
minacién del alcaloide se realiz6 por cuatro diferen-
tes técnicas de las aqui establecidas, demostrando
los resultados obtenidos la reproducibilidad y preci-
sién de los métodos.
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