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1. INTRODUCCION

En publicaciones anteriores (1-3) se presen-
taron los resultados obtenidos en la determina-
ion del pKa por espectrofotometria de la nosca-
pina y del pKa de la papaverina por potencio-
metria y por espectrofotometria. Igualmente
se estudio el comportamiento de los dos alca-
loides en soluciones cloroformicas frente a fases
acuosas de acido sulfarico o acido fosférico con
el fin de estudiar el comportamiento de los pares
idnicos respectivos y en soluciones etéreas con
el fin de elaborar los diagramas de distribucion
correspondientes. Los resultados obtenidos se
discutieron y aplicaron a su determinacion en
formas farmacéuticas.

El fundamento y los métodos sobre la deter-
minacién del pKa por espectrofotometria y
sobre los estudios de distribucion de sustancias
organicas y de su particion bajo forma de pares
ionicos se ha expuesto ampliamente (1).

La cromatografia de particion en columna
y con bases mas o menos empiricas ha sido am-
pliamente aplicada a la determinacion de tal
tipo de sustancias (4-11).

Los estudios de extraccion de pares iOnicos
han sido utiles en la planificacion racional de
métodos cromatograficos de separaciéon y valo-
racion de alcaloides y otras sustancias organicas
nitrogenadas (12-21).

En el presente trabajo se exponen los diferen-
tes resultados obtenidos en los estudios de dis-
tribucion y reparto de los alcaloides reserpina
y rescinamina los que se aplican luego a la deter-
minacion del primero en una forma farmacéuti-
ca conjuntamente con butabarbital.

Las consideraciones y limitaciones respecto
de la aplicacion de resultados a los ensayos cro-
matograficos se discutieron con anterioridad
(2,3).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales y métodos

Ademas de los diferentes materiales y reac-
tivos citados en (1) y (2) se empled amoniaco
calidad reactivo y un patron de butabarbital de
una pureza minima de 99.5%.

La reserpina y la rescinamina se secaron a
60°C por tres horas y se conservaron luego bajo
vacio sobre anhidrido fosforico durante 24 ho-
ras.

Los solventes organicos empleados fueron
previamente saturados con agua destilada.

2.2. Determinacion del pKa

Los estudios preliminares para determinar
el valor del pKa de la reserpina y la rescinamina
por espectrofotometria se realizaron a partir
de soluciones 2x10™%M de cada alcaloide por
disolucion de 6.09mg y 6.35mg respectivamente
en 0.2ml de acido acético y agua destilada para
completar 50ml exactos. Estas soluciones se di-
luyeron 1:25 con HC1 0.01M, con solucion tam-
pon de pH 10.0 y con soluciéon tampon de pH
6.6 para obtener los espectros de absorcion del
cation, de la molécula neutra y de la mezcla
cation-molécula respectivamente (Figs. 1 y 2).

Las longitudes de onda para la determina-
cion deducidas de los diferentes espectros de ab-
sorcion' son de 215nm para la reserpina y de

220 para la rescinamina.

1 Espectrofotéometro Cary 118.
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Figura 1. Espectros de absorcion de una solucién de re-
serpina 0.8x10°5M: A) espectro del catién (HCl 0.01M);
B) espectro de la molécula neutra (pH 10.0); C) espectro
de la mezcla catién-molécula (pH 6.6).

Las determinaciones de los diferentes valores
de absorcion de mezclas cation-molécula para
ambos alcaloides se realizaron con soluciones
0.8x10"°M a las longitudes de onda especifica-
das y a valores de pH situados entre 5.84 y
7.16 para la reserpina y entre 6.55 y 7.66 para
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Figura 2. Espectros de absorcién de la rescinamina en
solucién 0.8x105M: A) espectro del catiéon (HCL0.01M);
B) espectro de la molécula neutra (pH 10.0); C) espectro
de la mezcla catién-molécula (pH 6.6).
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la rescinamina. Las lecturas de absorbancia se
tomaron a 22° C contra los respectivos blancos.

2.3. Estudios de reparto. Pares iénicos

Los diagramas de distribucion de los dos al-
caloides se establecieron de acuerdo con los re-
sultados obtenidos mediante la mezcla y agita-
cion de 20ml de soluciones etéreas de los mismos
con 20ml de diferentes fases acuosas de valores
de pH entre 3.55 y 4.50.

Las fases acuosas se prepararon mediante
mezclas en proporciones adecuadas de solucio-
nes 0.1M de icido citrico y de fosfato disodico.
Las concentraciones empleadas de reserpina y
rescinamina fueron respectivamente 3.0x10°M
y 1.7x10°5M.

La cantidad residual de reserpina en la fase
etérea se determind a 269.5nm y la correspon-
diente a la rescinamina a 304nm en la misma fa-
se. Las diferentes lecturas de absorbancia contra
los blancos respectivos se extrapolaron sobre
curvas de calibracion preparadas con concentra-
ciones entre 0.7-3.5x107°M de reserpina y entre
0.6-3.0x10°M de rescinamina. Las concentra-
ciones en las fases acuosas se obtuvieron por di-
ferencia. Los resultados se reportan en los dia-
gramas correspondientes (Fig. 3).
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Figura 3. Diagramas logaritmicos de distribucién de la
reserpina (1) y de la rescinamina (2) entre el éter y fases
acuosas de diferente pH.

En los estudios previos de particion, tal co-
mo se encontrd con la noscapina (2) y con la
papaverina (3), los elevados valores obtenidos



para los coeficientes de distribucion nos condu-
jeron a realizar estudios de particion de la re-
serpina y de la rescinamina frente a los acidos
sulfarico y fosforico, acidos que generalmente
no forman pares ionicos solubles en cloroformo.

Un primer estudio se efectu6é con concentra-
ciones variables de los dos alcaloides en clorofor-
mo y fases acuosas 0.1M de acido sulfarico o de
acido fosforico. Las concentraciones empleadas
de reserpina se situaron entre 0.7 y 3.5x10°M.y
las de rescinamina entre 0.6 y 3.0x10°°M.

Las concentraciones residuales respectivas se
determinaron a 269 y a 303.5 nm en la fase clo-
roformica mientras que las transferidas a la fase
acuosa se calcularon por diferencia. Las lecturas
se tomaron contra los blancos respectivos pre-
parados simultineamente (Figs. 4-7).

En un segundo estudio se investigd el com-
portamiento de los dos alcaloides frente a con-
centraciones variables entre 0.1 y 0.5M de cada
uno de los dos acidos. La tnica concentracion
de reserpina en la fase cloroformica fue de
2.5x10°M en el caso del acido sulfirico y de
2.2x10°°M en el del fosférico. Para la rescina-
mina fue de 1.8x10°°M en ambos casos (Figs.
8-11).

2.4. Cromatografia de particion
Los resultados obtenidos en los diferentes
estudios con la reserpina se aplicaron al analisis

0.31p

0.29 -

por cromatografia de particion de comprimidos
de peso promedio 356.57mg que contenian
0.25mg de reserpina y 15.00mg de butabarbital.

Segun el Formulario Nacional XIII, el buta-
barbital puede extraerse con cloroformo de una
fase acuosa acida. Kaplan y Levine (22) indican
que por este método la extraccién es incomple-
ta. Para tabletas de butabarbital sodico, sugieren
la elucion de sustancias secundarias con isoocta-
no-éter (4:1) de una columna de Celite que con-
tiene dos fases estacionarias, la primera acida y
la segunda de carbonato de sodio. Por este tra-
tamiento el barbitirico es retenido por el car-
bonato de sodio para eluirse luego con éter.

Leyda y col. (23) estudiaron el compor-
tamiento del butabarbital y de otros barbituri-
cos entre fases acuosas y una mezcla de clorofor-
mo-isooctano (6:4). Los datos permiten prever
la elucion del butabarbital con éter de una fase
estacionaria acida.

Estos resultados junto con los obtenidos en
nuestras investigaciones permiten planificar el
método de separacién y valoraciéon de la mezcla
reserpina-butabarbital.

En presencia de una fase acuosa estacionaria
de acido sulfurico 0.1M el barbitirico seria
eluido con éter mientras que la reserpina queda-
ria retenida. La reserpina podria eluirse con clo-
roformo bajo la forma de par ionico sulfato.
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Figura 4. Relacién entre la concentracion de reserpina y su grado de extraccién en el sistema cloroformo-dcido

sulfarico 0.1M.
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Figura 5. Relacion entre la concentracion de rescinamina y su grado de extraccion en el sistema cloroformo-dcido

sulfurico 0.1M.
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Figura 6. Relacién entre la concentracién de reserpina y
su grado de extraccion en el sistema cloroformo-dcido
fosforico 0.1M.

Antes de la lectura espectrofotométrica el
butabarbital es extraido del éter con amoniaco
diluido. Se prefiri6 el acido sulfurico en la fase
estacionaria al fosforico en virtud de que el par
idnico reserpina-fosfato presenta un coeficiente
de particion que varia con la concentracion de
reserpina (Fig. 6).

La técnica de la determinacion se establecio
como sigue:

Preparacion de la Columna. En un vaso de
precipitados mezclar una cantidad precisa y ve-
cina de 720mg del polvo de las tabletas con 1ml
de DMSO0 y 2ml de acido sulfirico 0.1M. Agregar
3g de Celite, mezclar y trasvasar a la columna en
3 o 4 porciones. Con ayuda de 1g de Celite pasar
a la columna las Gltimas trazas de la mezcla y
cubrir el conjunto con lana de vidrio.

Butabarbital. Eluir el butabarbital con 170ml
de éter y llevar luego el eluato a un balon afora-
do de 200 ml con el mismo solvente. Extraer
25ml de la solucion etérea con 3 porciones cada
una de 30ml de amoniaco-agua (3:97), reunir
los extractos y aforar a 100ml exactos con la
mezcla amoniacal. Determinar la absorbancia
a 239nm contra un blanco del solvente y compa-
rar la lectura con la obtenida con un patron de
concentracion 10mcg/ml.
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Reserpina. Pasar a través de la columna 40ml
de cloroformo y recibir el eluato en un balon
aforado de 50ml. Completar a volumen con clo-
roformo. Determinar la absorbancia de la solu-
cion cloroformica asi obtenida a 269nm contra
un blanco de cloroformo y compararla con la
de un patron de reserpina de concentracion
15mcg por mililitro de cloroformo.

3. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La investigacion del pKa de la reserpina y
de la rescinamina por el método potenciomé-
trico no pudo realizarse a causa de que el méto-
do requiere concentraciones relativamente altas
de sustancias y las mismas son insolubles en me-
dios acuosos. Para la determinacion por espec-
trofotometria fue necesario disolverlas en una
pequefia cantidad de acido acético, cantidad que
luego de las diluciones efectuadas no modifica
el pH de las soluciones tampon en las determina-
ciones espectrofotométricas. Se aclara que para
cada uno de los dos alcaloides la molécula y su
cation correspondiente presentan un maximo
de absorcién a la misma longitud de onda pero
el grado de absorcion es variable en funcion del
pH del medio.

El valor reportado (23) para el pKa de la
reserpina es de 6.6 a 25°C pero no se especifica
el método ni las concentraciones empleadas en
su determinacion. El valor encontrado bajo nues-
tras condiciones es de 6.76 £ 0.03.

Respecto de la rescinamina el valor hallado
es de 7.02 = 0.04. La bibliografia no reporta el
valor del pKa para este alcaloide.

Los ensayos iniciales de particion de los dos
alcaloides entre cloroformo y soluciones tampon
de pH entre 5.0 y 2.0 preparadas a partir de
acido citrico 0.1M y fosfato disédico 0.1M reve-
laron altos valores para sus constantes de extrac-
cibn, situacion que dificulta la elaboracion de
sus correspondientes diagramas de particion en
cloroformo. Fenomenos colaterales observados y
que se discutiran luego constituyen un problema
adicional.

Las experiencias con cloruro de metileno,
n-pentanol, cloroformo-ciclohéxano (2:8) y
ciclohexano presentaron igualmente coeficientes
de particion elevados para los tres primeros sol-
ventes, mientras que con el ciclohexano los mis-
mos son de una magnitud similar a los hallados
con éter.

Las caracteristicas de particion en éter de la
reserpina y de la rescinamina, como era de espe-
rarse, presentan bastante similitud (Fig. 3). Los
valores logaritmicos de las constantes de extrac-
cién (log kp) son de 2.66 para la reserpina y
de 3.04 para la rescinamina.



Los estudios de particion realizados con di-
ferentes concentraciones de los alcaloides en-
tre cloroformo y acido sulfurico 0.1M no de-
mostraron variacion de las respectivas constantes
de extraccion (Figs. 4 y 5). Se observa que los
valores de D para la rescinamina son mas elevados
que los presentados por la reserpina, analogia
ya encontrada en los diagramas de distribucion
obtenidos empleando éter como solvente orga-
nico.

De otra parte, con el acido fosférico 0.1M
como fase acuosa, los coeficientes de particion
varian en forma lineal y progresiva con el au-
mento de la concentracién de cada alcaloide en
la fase organica (Figs. 6 y 7). Este tipo de resul-
tados es completamente opuesto al obtenido
precedentemente con la noscapina (2) y con la
papaverina (3). Las variaciones encontradas para
los coeficientes de particion conllevan un au-
mento en las constantes de extraccion, feno-
meno que se considerara luego.

La posibilidad de formacion de pares idnicos
solubles con los acidos sulfurico y fosférico fue
investigada si bien la bibliografia menciona que
tales acidos raramente forman pares idnicos so-
lubles con sustancias organicas. Manteniendo
constante la concentracion de la reserpina y de
la rescinamina y variando la correspondiente a
los acidos entre 0.1 y 0.5M, los resultados
experimentales obtenidos (Figs. 8-11) demues-
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Figura 7. Relacion entre la concentracién de rescinamina
y su grado de extraccién en el sistema cloroformo-
dcido fosférico 0.1M.
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Figura 8. Extraccion de la reserpina por el cloroformo en funcién de la concentracién de dcido sulfirico.
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Figura 9. Extraccién de la rescinamina por el cloroformo en funcién de la concentraciéon de dcido sulfurico.
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Figura 10, Extraccién de la reserpina por el cloroformo en funcién de la concentracién de dcido fosférico.
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Figura 11. Extraccion de la rescinamina por el cloroformo en funcién de la concentracién de dcido fosforico.

tran valores constantes de los coeficientes de
distribucion respectivos en relacion con la con-
centracion acida de las fases acuosas y conse-
cuentemente, la ausencia de pares ionicos solu-
bles en el cloroformo. Los coeficientes obteni-
dos parecen corresponder Unicamente a la ex-
traccion de la base. Durante las experiencias
no se hizo manifiesta la presencia de algin fe-
némeno secundario.

Para la reserpina en presencia de acido sulfa-
rico 0.1M (Fig. 8), el valor de 1/D correspon-
diente a kp(a).k'na /H * es de 0.272 y de 0.152
para la rescinamina (Fig. 9).

Si se supone que a concentracidn variable
de los acidos no hay formacion de pares idnicos
solubles con los dos alcaloides, el valor del coe-
ficiente de particion para la reserpina obtenido
en acido sulfarico (Fig. 8) deducido del obteni-
do en 4cido fosforico (Fig. 10) deberia dar un
valor cuyo inverso seria practicamente igual a
0.272, valor ya hallado para la reserpina. Los va-
lores asi obtenidos son 0.253 para la reserpina
y 0.155 para la rescinamina.

Estos resultados significan que los valores
encontrados en la intersecciones de las Figuras
6 y 7 corresponden a los coeficientes de parti-
cion de las bases respectivas.

De acuerdo con las variaciones en las constan-
tes de extraccidon en presencia de acido fosfo-
rico 0.1 M (Figs. 6 y 7) se debe considerar, sin
embargo, la posibilidad de extraccion de pares
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i6nicos dimeros por la fase cloroformica. Persson
en sus trabajos con aminas sicosedativas (18) lue-
go de la obtencion de resultados similares habia
sugerido una fuerte tendencia a la dimerizacion
en la fase organica.

Puesto que a concentraciones de acido fos-
forico entre 0.1 y 0.5M el coeficiente de distri-
bucién no presenta ninguna variacion (Figs. 10 y
11), seria necesario verificar la posibilidad de
extraccion de pares idnicos dimeros a concentra-
ciones de acido menores de 0.1M.

La constante de dimerizacién del par idnico
puede hallarse con ayuda de la ecuacion utiliza-
da por Persson y Schill (25) para la papaverina-
perclorato:

* Caq * CXaq
(Ec. 1)

E*yax = Euax + 2k;(nax) * BHax?

Los altos valores de las constantes de dime-
rizacion k, 3 ax) asi obtenidos son 4.3x10% pa-
ra la reserpina y 6.0x10% para la rescinamina.
Estas diferencias guardan relacién con las obte-
nidas para las respectivas constantes de extrac-
cion en acido fosforico 0.1M y concentracion va-
riable de los alcaloides en la fase organica.

Los resultados obtenidos en la cromatografia
de particion para el analisis de la forma farma-
céutica son bastante aceptables. Las recuperacio-
nes fueron del orden de 100.20 * 0.20% para la
reserpina y de 100.78 £ 0.27% para el butabar-
bital.



RESUMEN

El presente trabajo incluye la determinacion
espectrofotomeétrica del pka de la reserpina a
215nm y de la rescinamina a 233nm.

De otra parte se presentan y discuten los re-
sultados obtenidos en los estudios de distribu-
cién y reparto para los dos alcaloides entre clo-
roformo y fases acuosas de acido sulfirico y de
acido fosférico de concentracion variable. Un
estudio similar se realiz6 variando la concentra-
cién de los alcaloides en la fase orgdnica frente
a una fase acuosa 0.1M de los dos acidos.

Los diagramas logaritmicos de distribucion
se establecieron a partir de los datos obtenidos
mediante el reparto entre fases acuosas de di-
ferente pH y una fase organica etérea.

Finalmente se estudi6 y analizé6 una mezcla
de reserpina y butabarbital por cromatografia
de particion de acuerdo con los diferentes resul-
tados obtenidos en los estudios de particion.

SUMMARY

This work reports the determination of the
pka value of reserpinel and rescinamine by the
spectrophotometric method at 215 and 233nm
respectively.

The distribution of two alkaloids between
two phases using ether as organic solvent and
several buffer solutions at different pH values
was studied. The results were used to built the
logarithmic distribution diagrams.

It also presents the results obtained in the
partition studies of alkaloids between chloroform
and either sulfuric acid or phosphoric acid at
various concentrations. The partition studies
were also done with alkaloids at different
concentrations in chloroform and either sulfuric
acid 0.1M or phosphoric acid 0.1M as aqueous
phase.

A mixture of reserpine and butabarbital was
analysed by partition column chromatography.
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