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I—INTRODUCCION

Las substancias de cardcter alcaloidal, de gran importancia
en farmacia, han sido objeto de numerosas investigaciones en el
dominio farmacéutico, incluyendo el de su andlisis y control de
calidad por métodos a veces empiricos. Estas substancias han sido
relativamente poco estudiadas en su comportamiento bajo condi-
ciones bien controladas antes de aplicar los resultados a su extrac-
cion cuantitativa en una determinada mezcla. En el curso de los
ultimos afios se han realizado investigaciones sistemdticas para la
extracciéon cuantitativa de substancias orgdnicas nitrogenadas con
solventes orgdnicos de soluciones dcidas conteniendo aniones parti-
culares. Este método parecia contradictorio al método cldsico de
extraccion de dichas substancias. La extraccion tiene lugar bajo
la forma de un par de iones, formado a partir del anién y del ca-
tion nitrogenado.

El fenémeno de extraccion del par de tones con solventes orgd-
nicos apropiados, el cual se creia apenas como una excepcion, ha sido
objeto de numerosos estudios. Los diferentes pardmetros fisico-
quimicos han sido estudiados en un gran nimero de substancias ni-
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trogenadas y otras mediante el desarrollo de una teoria apropiada
del fenémeno. La aplicacion nacional de esta teoria ha servido de
base para el establecimiento de métodos de extraccion cuantitativa
de numerosas bases orgdnicas en mezcla y en variadas formas far-
macéuticas.

E's necesario precisar que los coeficientes de particion de subs-
tancias orgdnicas nitrogenadas y otras utilizadas para el desarrollo
de métodos de extraccion estdn igualmente ligados a las propiedades
hidro-lipofilicas de las mismas en el organismo. Las caracteristicas
de particion estdn directamente influidas por su constante de
disociacion Ka.

En la presente investigacion nos hemos propuesto el estudio
de factores implicados en la particion de algunos alcaloides, con la
finalidad de su extraccién cuantitativa en formas farmacéuticas.
Los fenomenos secundarios o “pardsitos” observados en el trans-
curso de la investigacion han sido estudiados e interpretados. Los
resultados se muestran de acuerdo con las nuevas teorias sobre
los factores de extraccion de substancias orgdnicas bajo la forma
de par de iones.

Dentro de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas me-
dicamentosas el grado de disociacion, reflejado por el pKa, al igual
que su coeficiente de distribucion constituyen la mayor parte del
tiempo factores importantes con relacion directa a la actividad
biolégica. En efecto, cuando un medicamento estd en solucién en
los fluidos gastrointestinales, la transferencia del mismo se hard
o una velocidad y segun un grado que serdn directamente depen-
dientes de lo afinidad de ese medicamento por la fase lipidica. Asi,
mds el coeficiente de distribucion o de particion favorece los aceites
o grasas, mds la absorcion serd considerable (1). De otra parte, el
paso del medicamento bajo la forma no disociada a través de la
membrana gastrointestinal es en general considerado como mucho
mds rdpido que aquel de las formas disociadas (2). Estas dos
propiedades, constante de disociacion y coeficiente de particion,
pueden influir también lo reabsorcion tubular y la excrecion
urinario al igual que la distribucion en la biofase.

El conocimiento del pKa es igualmente precioso tanto en cl
dominio analitico como en el de la preparacién de medicamentos.
Igualmente es importante para lo elaboracion de los diagramas de
distribucion o de particion, y éstos con el fin de estudiar las
diferentes posibilidades de extraccion y valoracion en preparados
farmacéuticos.
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Antes de los afios 30 los métodos corrientes de determinacién
del pKa eran la potenciometria con ayuda de indicadores y la con-
ductimetria, métodos largos y poco precisos. E's igualmente impor-
tante sefialar la gran confusion existente respecto de la constante
de disociacion de una substancia dada. El grado de precision de la
mayor parte de estos valores nmo se conoce ni tampoco a veces las
condiciones de su determinacion.

La determinacion precisa del pKa de los alcaloides bajo con-
diciones bien controladas se efectudé por potenciometria o por es-
pectrofotometria, métodos los mds ventajosos y reproducibles (3).
El método espectrofotométrico fue seguido para la noscapina. En
el curso de una determinacion cualquiera la desviacion no debe ser
mayor de = 0.06.

Siendo indispensable un criterio sobre la pureza e identidad
de una substancia, luego de secado apropiado, se juzgdé suficiente
la toma de los puntos de fusion, su valoracion y en algunos casos
la cromatografia en capa delgada. Los puntos de fusién se deter-
minaron por el método de Totoli y la valoracion por potenciometria
con dcido perclorico 0.02N. Todos los alcaloides poseian una pure-
za no menor del 99.1% .

II — MATERIALES Y METODOS

Potenciémetro Accumet modelo 310 de Fisher Scientific con
escala expandida y electrodos de vidrio Fisher N9 13-639-3 y de
calomel Fisher N¢ 13-639-52.

Electrobalanza Cahn modelo G.

Espectrofotémetro Cary 118 con celdas de cuarzo de 1 cm.
Espectrofotémetro Unicam SP 550 (manual).
Espectrofotémetro Unicam SP 800 (con registro) .

Los siguientes reactivos de la méas alta pureza, A.C.S. o grado
reactivo fueron utilizados:

Biftalato de potasio 0.05M, borato de sodio 0.05M, acido clor-
hidrico 0.1 y 0.01M, hidréxido de potasio 0.1 y 0.01M, acido bérico,
4cido citrico, 4cido sulfirico, fosfato de potasio monobésico, fos-
fato disédico, cloroformo, ciclohexano, éter, cloruro de metileno,
1-pentanol, noscapina.
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El cloroformo fue antes tratado con acido sulfirico al 10%
seguido de destilacién para eliminar el alcohol empleado como pre-
servativo. La noscapina fue secada a 105° C. durante 1 hora y
luego conservada bajo vacio en presencia de anhidrido fosférico
durante 24 horas.

A. Determinacion del pKa.

Schill y Gustavii (4) determinaron el valor del pKa; y del
pKa, de la morfina por espectrofotometria, valores que confirman
por potenciometria. Una revisiéon de los métodos de determinacion
de constantes de disociacién por potenciometria ha sido presentado
por Benet y Goyan (5), mientras que Perrin (6) presenté un resu-
men de constantes de disociacién de bases organicas establecidas
por diferentes métodos.

En la determinacién del pKa por potenciometria se hace uso
de las siguientes ecuaciones:

Acidos: pKa = pH + log[HA] — log[A] Eec. 1
Bases: pKa =pH + log[B] —log[BH+] FEe. 2

Estos valores son constantes a una temperatura dada, por lo
cual en la determinacién se debe controlar rigurosamente la tem-
peratura; para las substancias de caracter 4dcido esta influencia es
pequefia, mientras que para las bases, sobre todo las fuertes, una
débil variacién de la temperatura influye sensiblemente el valor
del pKa. En la determinacién del valor del pKa por espectro-
fotometria, es necesario que la substancia en estudio posea un mé-
ximo de absorcién diferente de aquel de la forma iénica.

En este método, la determinaciéon se fundamenta en el hecho
que un cambio en el pH produce un cambio en el coeficiente de extin-
cién especifico de la molécula. Existe una relacién entre la cons-
tante de disociacién de la molécula y su coeficiente de extinciéon:

E,—E;
pKe = pH + log ———— FEc. 8
c—FEs
donde: E,: coeficiente de extincién especifico del ién.
Ep: coeficiente de extincién especifico de la molécula.
E¢: coeficiente de extincién especifico de la mezcla i6n-
molécula.
Puesto que las condiciones experimentales son las mismas du-
rante el transcurso de la determinacién, el valor de E puede ser
remplazado por el valor de absorbancia:
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A—C

Acidos: pKa =pH + log st A>B Ec. 4
C—A

pKa = pH + log st A<B Ec. 5
C—B

Bases: pKa =pH + log st A>B Ec. 6
B—C

pKa = pH + log st A< B Ec. 7

El método consiste en medir las concentraciones relativas del
i6n y de la molécula de la substancia en estudio en soluciones tam-
ponadas a diferentes valores de pH. La absorcién se mide contra
un blanco que contiene la misma concentracién de tampon. Los valo-
res de pH de la solucién y del blanco no deben diferir en mas de
0.03 unidades.

La determinaciéon se debe realizar en lo posible a la longitud
de onda que muestre la mas grande diferencia de absorcién entre
el i6n y la molécula (longitud de onda analitica).

Mediante un ensayo preliminar y con ayuda de un tampén,
cuyo pH sea susceptible de dar una ionizacién parcial de la molécu-
la, se calcula un valor aproximado del pKa. Luego se preparan dilu-
ciones apropiadas de una solucién madre de la substancia en tam-
pones cuyos valores de pH se encuentren a = 0.6 unidades de aquel
hallado como valor aproximativo del pKa.

B. Diagramas de distribucién. Par de iones.

Puesto que existe una relacién estrecha entre el pKa de una
substancia y su grado de elucién en cromatografia de particién,
una revision de la literatura revela la utilizacién mas o menos ex-
tensa de la cromatografia de particién en columna de medicamentos
(7-14). En 1962, Levine (15) present6 una revisiéon excelente sobre
el empleo de la cromatografia de particién en columna aplicada a
varios grupos de medicamentos.

Golumbic y Orchin (16) efectuaron tal vez los primeros ensa-
yos sobre la determinacién de coeficientes de particién trabajando
con derivados metilsubstituidos de la piridina y de la quinolina. En
1961, Levine y Ottes (17) propusieron un método de extraccién
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bajo la forma de par de iones por cromatografia de particién para
la separacién de medicamentos aminados en formas farmacéuticas.

Levine (8) y Levine y Doyle (12) aplicaron el mismo princi-
pio a la separacién de aminas en mezclas. Doyle y Levine (18) adap-
taron las técnicas descritas por Sillen y otros (19, 20, 21) para la
construccién de diagramas de distribucién de codeina, de pirilami-
na y de sus pares de iones con el ién nitrato. Ellos encontraron una
excelente correlacion entre los voimenes de retencion experimenta-
les en cromatografia de particién sobre columnas de Celite y los
valores predichos de acuerdo a los coeficientes de particién. Una
correlacién analoga habia sido seflalada por Schill y colaborado-
res (22).

En su estudio con dextrometorfano, Higuchi y colaboradores
(23) investigaron la influencia de la concentracién del agente sol-
vatante, cloroformo en ciclohexano, y de la concentracién de aniones
sobre la formacién del par de iones.

Doyle y Levine (24) elaboraron diagramas de distribucién del
dextrometorfano, de varios antihistaminicos, de la efedrina y de
sus pares de iones clorhidrato, los que emplean en determinaciones
cuantitativas de preparados farmacéuticos.

La ionizacién constituye el proceso de formaciéon de iones,
mientras que la disociacién representa la separacion de las especies
iénicas. Esto puede representarse como sigue:

Ionizacién Disociacién

AB -— A+B- -— A+4+B-  Eec 8

La especie A+B~ se denomina un par de iones. El grado de
disociacién i6nica est4d en gran parte controlado por la constante
dieléctrica del medio. En solventes de fuerte constante dieléctrica,
la formacion del par de iones es transitoria y en aquellos de cons-
tante dieléctrica débil o media, el grado de disociacién es débil y es
posible detectar la presencia del par de iones.

La mayor parte de bases farmacéuticas importantes pueden
formar con ciertos acidos sales llamadas par de iones susceptibles
de ser extraidos de una solucién acuosa por el cloroformo u otros
solventes. Los procedimientos clasicos de extraccién liquida-liquida
de alcaloides o bases organicas se basan en el principio general que
la base libre (forma no disociada) es soluble en la fase organica
mientras que la sal de la base (forma disociada) es soluble en la
fase acuosa. El principio de estos procedimientos clasicos se aplica
a la determinacién cuantitativa de alcaloides tanto en el NF XIII
(25) como en la USP XVIII (26).
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En ciertos casos existe una desviacion a esta regla general y
es la escogencia del solvente y del acido utilizado en la fase acuosa
que influyen en la direccién de la particién (27). Higuchi y Bodin
(28) especifican que en el curso de la extraccion de alcaloides por
solventes inmiscibles en presencia de acidos en medio acuoso, el
4cido clorhidrico debe evitarse en presencia de cloroformo ya que
ciertos clorhidratos de alcaloides son solubles en ese solvente. Esta
excepciéon no se limita al sistema cloroformo-acido clorhidrico;
solventes tales como el cloruro de etileno presentan el mismo fené-
meno (29). La extraccién cuantitativa de sales de alcaloides por
la técnica convencional en separadores carece a menudo de preci-
sién a causa de caracteristicas de particion que favorecen la fase
acuosa. La influencia de coeficientes de particién desfavorables es
en gran parte corregida incorporando al proceso la cromatografia
de particién.

Con esta técnica, la relacion de volimenes de fase organica y
acuosa puede escogerse adecuadamente para aumentar la eficacia
de la extraccién y de la recuperacién cuantitativa en un tiempo
mucho més corto. La particién de alcaloides y de bases orgénicas
bajo forma de sales de una variedad de &cidos por cromatografia
aporta a menudo una mejor selectividad susceptible de numerosas
aplicaciones. La escogencia del acido empleado para un alcaloide
debe tener en cuenta las caracteristicas de particién de la sal for-
mada. El coeficiente de particién de la sal debe ser suficientemente
favorable para su elucién completa con un volumen razonable de
solvente. Se deduce entonces, que es necesario investigar el
comportamiento de la substancia en presencia de diferentes aniones
y en una ancha gama de concentraciones, asi como del solvente
orgénico.

Todos los autores reconocen la posibilidad de que la base libre
sea extraida al mismo tiempo que el par de iones atin en medio
fuertemente acido. Para obviar este problema, el pH del medio es
ajustado de forma que la extraccion de la base sea despreciable.

La extraccion de un par de iones por la fase organica puede
representarse por la siguiente ecuacién:

Ks
BH*,,+X~,, == BH+X-,, Ec. 9

donde Ks: constante condicional de extraccion o constante clasica de
extraceion.
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BH+,,: base protonada en la fase acuosa.
X—4q: €l anién en la fase acuosa.
BH*+X—,,: el par de iones en la fase orgénica.

Hull y Biles (30), estudiando el papel del agente solvatante, lle-
garon a la conclusioén que era necesario utilizar un solvente donor de
protones para mejorar la particion.

En general, el solvente organico produce la solvatacién del par
de iones y aparentemente lo vuelve mas compatible con la fase
orgénica por enmascaramiento del cardcter aniénico del par de
iones, es decir, del puente i6n-ion.

Puesto que el agente solvatante juega un papel importante
en el curso de la extraccién, es necesario tenerlo en cuenta en
la ecuaci6n.

-+ nMorg

BH+aq —+ X_tw _—>‘ (BH+X—'.M7’L)0,.0 FEec. 10

— nMorg
donde M: agente solvatante,

n: nimero de moléculas de M asociadas al par de iones.

Esta expresion estad regida por la constante de equilibrio, Ko,
o constante de estabilidad del sistema completo:
[BHtX~.Mn]

Ko = Ec. 11
[(BH*]aq [X oy [M]"or,
y €l coeficiente de particién estd dado por:
[BH+X—.Mn] oy
D = Ec. 12
[BH]

Si se trabaja a concentracién constante del anién X—, la gra-
fica de log D en relaciéon a log M debe dar una linea recta cuya
pendiente debe corresponder a n. De esta forma, es posible tener
una idea aproximada de la molecularidad aparente de la asociacion
entre el par de iones y el solvente.

El estudio de estos pardmetros permite predecir que la distri-
bucién de la amina entre las dos fases es funcién de la amina, del
par de iones, del anién, del agente solvatante y de sus concentra-
ciones respectivas.

La constante de extraccién condicional del par de iones repre-
sentada en la ecuacién 8 puede expresarse como sigue:
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[BH+X ] org

[BH* ]

Asi, la relacién de la particién del par de iones es una funcién
lineal de la concentracién del anién X—, independiente del pH de
la fase acuosa. Aun si se aumenta el pH de la fase acuosa, la pro-
porcién de la base libre extraida aumenta igualmente,

Si se representa la ecuacién clasica de la distribucién de la
amina libre por:

= Ks [X 7] Ee. 14

[B]org
Ky=—oo—o Ee. 15

[B] aq
donde Kp representa la constante de extraccion de la amina, y si
la constante de disociacion de la amina es:

[Blog [H* ]y
Ka = FEe. 16
[BH* 14,
la relacién de distribucién D, puede expresarse en términos de la
concentracién total de la amina, C, en cada fase y resuelta por las
variables independientes (H*),, Y (X7)qq

(C)org (B)org + (BHY X~ ) ory

= et FEe. 17
(C)aq (B)ag+ (BH*) 4,
Esta ecuacién puede ser representada como sigue:
K,
———— K+ K, (X~ )4y
(H*)oq
D= FEe. 18
K,
— 1
(H*)qq

Ecuacién que puede separarse en dos términos que represen-
tan la extraccion de la base libre y la del par de iones:

KB Ks (X_—)aq
D= + — Ec. 19
(H™")oq K,
14+ — 1+ —
K, (H )y

Resulta entonces que la particién de la amina depende de los
valores relativos de K y K,. Sin embargo, si se considera el caso
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el cual solamente la base libre es extraida, es decir, cuando no hay
anion susceptible de ser extraido o cuando el solvente, por ejemplo
el éter, no extrae el par de iones, el término de la derecha en la
ecuacién 19 es despreciable.

Para el término de la izquierda, que representa la extraccién
de la base, cuando el pH > pKa en dos unidades o més, la relacion
(H+)/Ka es mucho més pequeifla que la unidad y en consecuencia
despreciable, de suerte que el valor de D es practicamente equi-
valente a K e independiente del pH en esta regién. Al contrario,
en regiones donde el pH < pKa por dos unidades o més, la relaciéon
(H+*)/Ka es mucho més grande que la unidad y el valor de D pue-
de ser representado por:

Ka KB
D= Ec. 20
(H+)uq

Con ayuda de estas aproximaciones, es posible representar en
una grafica los valores de log D en funcién del pH; se observa dos
lineas rectas que se encuentran en el lugar donde el pH es igual al
pKa. Cuando los valores de pH son mas elevados que el pKe, la
extraccion de la base libre predomina, la cual es esencialmente cons-
tante, A valores de pH < pKa, la base libre en la fase acuosa se
vuelve mas y méas protonada y su extraccién disminuye.

En el diagrama de distribucion, la regién acida que se encuen-
tra a la derecha de la extraccion de la base, corresponde a la ex-
tracciéon del par de iones, la que es independiente del pH hasta el
momento donde el valor del pH alcanza la linea del diagrama de
distribucién.

Para que la ley de distribucién (Ec. 14) pueda ser aplicada,
deben cumplirse ciertas condiciones, a saber: disociacién completa
de las especies en la fase acuosa, formacién de un monémero en la
fase orgénica y dependencia de la constante de extraccién (K,) del
par de lones de las diferentes especies 1onicas presentes en la fase
acuosa.

Cuando los valores del coeficiente de distribucién son dema-
siado elevados, para obtener resultados reproducibles, es posible
proceder empleando una técnica de doble extraccién, cambiar la
concentracién de la base, o atin cambiar convenientemente la rela-
cién de volimenes de las dos fases; en el tiltimo caso, el coeficiente
de distribucién viene dado por:
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Cart 170,
D— . ! Ee. 21
Caq Vm'{;

Para establecer los diagramas de distribucién y de par de iones,
generalmente se emplea volimenes iguales de la fase orgénica
y de la fase acuosa. Todas las fases orgénicas se saturan antes de
su empleo con agua y las diferentes fases acuosas con el solvente
organico en cuestion.

Para obtener el equilibrio, las dos fases en presencia se agi-
tan mecanicamente durante 30 minutos y luego se transvasan a
ampollas de 60 ml. Luego de un reposo apropiado, cada fase es
ordinariamente filtrada por algodén.

La concentracion de la substancia en cada una de las fases se
determina directamente o por diferencia. Las deterininaciones se
llevaron a cabo por espectrofotometria y a la longitud de onda
donde la especie respectiva presenta un maximo de absorcién.
Cuando la absorcién de una substancia varia con el pH, es necesario
ajustar antes el pH para obtener el maximo de absorcién.

Investigaciones preliminares permiten prever las condiciones
6ptimas para la determinacién de los coeficientes de particion.

El principio del método consiste en determinar las caracteris-
ticas de particién o de solubilidad de la substancia entre dos fases
inmiscibles cualesquiera, lo que es en suma un reflejo de sus propie-
dades intrinsecas.

C. Cromatografia de particion.

Los diferentes resultados obtenidos sobre las caracteristicas
de particién de los diferentes pares de iones de una substancia al
igual que de sus diagramas de distribucién, permiten la planifica-
cién de su elucién cuantitativa por cromatografia de particién en
columna con el fin de un control analitico del alcaloide presente
en una determinada mezcla.

El porcentaje de extraccion “P” del alcaloide de la fase acuo-
sa a la fase organica luego de un primer equilibrio estd ligado al
coeficiente de particion:

100
Pm—— Ee. 22
Vi 1
1+ —.—
Voy D
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Un porcentaje de extraccién igual o inferior a 1 se obtiene
cuando D.V,,/V,, es igual o inferior a 10—2; un porcentaje igual
o superior a 99 se obtiene cuando D.V,,/V,, es igual o superior
a 102. La separacién de dos substancias en mezcla no puede reali-
zarse por una sola extraccién si los logaritmos de los coeficientes
de particién (D) de las substancias presentes en la mezcla no difie-
ren al menos en cuatro unidades. Es necesario precisar entonces
la relacion que existe entre el coeficiente de particién y el volumen
de retencién en cromatografia de particién:

Ve=V,+VyD  Ec. 23

donde Vjy: volumen de retencién del sistema cromatografico.
V,: volumen de desplazamiento de la fase moévil.
Vs: volumen de la fase estacionaria.

Schill y colaboradores (22) observaron una excelente correla-
cién entre los volimenes de retencién experimentales sobre colum-
nas de Celite y los valores calculados de acuerdo a los coeficientes
de particion de pares de iones encontrados experimentalmente. La
separacién se considera aceptable si uno sélo de los constituyentes
de la mezcla es totalmente eluido con 100 ml. de eluente de una
columna constituida por 2 ml. de fase estacionaria adsorbida sobre
3 gramos de Celite. En la practica, los volimenes de retencién que
responden a estas condiciones son de 50 ml. para la elucién com-
pleta de la substancia y de 150 ml. antes del comienzo de la elucién
de las otras substancias que permanecen en la columna. Estos
volimenes corresponden a coeficientes de particion de 0.057 y
0.015 respectivamente, es decir, logD > — 1.3 para la elucién y
logD < — 1.8 para la retencién. De esta forma, por encima de
logD — 1.3 la substancia debe ser eluida, mientras que por debajo
de logD — 1.8, ella debe ser retenida con el mismo volumen de
solvente. En la practica se emplea logD > —1.2 para la elucién y
logD << —2.0 para la retencién.

III — RESULTADOS

A. Determinacién del pKa.

Estudios preliminares para determinar el valor del pKa de la
noscapina por espectrofotometria y en concentracién 3.0 X 10—4M,
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demostraron que el alcaloide (la molécula neutra) se descompone
en una solucién de KOH 0.01M (figura 1). Una descomposicién
analoga se observ) tratando de aislar la molécula neutra en un
tampén de borax-NaOH 0.056M de pH 10.0. La molécula neutra
de la noscapina presenta dos méaximos de absorcién, a 290 y a
313 nm, con descomposicién a las dos longitudes de onda y cambio
en la posicién del maximo de absorciéon a 290 nm (desplazamiento
hipsocrémico).

En presencia de este problema, es necesario encontrar el valor
de la absorcién de la molécula neutra (B) por métodos indirectos.
Luego de experiencias preliminares, la solucién madre se preparé
solubilizando 41.34 mg. de noscapina en 2 ml. de HC1 0.1M y lle-
vando a 50 ml. con agua destilada para obtener una concentracién
2.0 X 10—3M. Esta solucién madre se diluy6 1 en 10 para obtener
una concentracion de trabajo de 2.0 X 10—*M. Esta ultima solu-
ci6én se efectudé con KOH 0.01M para efectuar las lecturas de absor-
bancia a 290 y 313 nm durante 40 y a cada uno de los minutos. Los
resultados de estas absorciones se encuentran en la figura 2 y mues-
tran las curvas respectivas de descomposicion de la noscapina a
cada una de las dos longitudes de onda. La absorcién a tiempo
cero es de 0.868 para la longitud de onda de 313 nm y 0.648 para
la de 290 nm.

La seleccion de la longitud de onda analitica se establecera lue-
go del estudio del espectro de absorcion del cation (A) y de la
mezcla catién-molécula a pH 6.6 (C). Para el espectro de absorcién
del catién, la dilucién 1 en 10 se llevé a cabo con HC1 0.01M mien-
tras que para la mezcla catién-molécula la dilucién se realizé con
el tampon fosfato 0.05 M de pH 6.6 (figura 3) .

De estas experiencias se deduce que la longitud de onda a
emplear es aquella de 290 nm y la absorcién extrapolada para la
molécula neutra de 0.648.

Para la investigacion de los diferentes valores de C de mezclas
catién-molécula a pH diferentes, la solucién madre se diluyé 1 en
10 con tampones de fosfato 0.05 M apropiados para valores de pH
de 5.80, 6.00, 6.20,... a pH 6.81. Las medidas de la absorcién se
realizaron a 22° C. y a 290 nm. Los resultados se muestran en la
Tabla I.
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ABSORCION

i A 1 —h . e 2

270 280 290 300 310 320 330
LONGITUD DE ONDA (nm)

Figura 1. Variacion con el tiempo del espectro de absorcién de una solu-
cién de noscapina (3.0x10-4M) en KOH 0.01M: A) ¢ los 2 mi~
nutos ; B)a los 3 minutos; C) a los 5 minutos, D) a los 10 mi-
nutos; E)a los IS5 minutos; F) a los 30 minutos; G) a los 45
minutos
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ABSORCION

4 8 2 ) 20 24 28 32 38 40
TIEMPO ( min.)

Figura: 2. Influencia del tiempo sobre la absorcidn de la noscapina
(2.0 IO"M) en solucion de KOH 0.0IM o 290nm (A) Y a
313 nm (B) .
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ABSORCION

- - A I i i

i

270 280 290 300 310 320
LONGITUD DE ONDA (hnm)

Figura 3. — Espectros de absorciéon de una solucion de noscapina 2.0 x 10-¢M:
A) espectro del cation (HC1 0.01 M); C) espectro de la mezcla cation-
molécula (pH 6.6).
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Igualmente, el valor de la absorciéon de la molécula neutra,
necesario para el cdlculo del pKa, puede hallarse transformande la
Ecuacién 7 como sigue:

(C—A)
Ko=[H*] —MmM8M— Ec. 24
(B—C)
[H+] (C—A)
C:R—- Ec. 25
Ka

De acuerdo a la acuacién 25, por el método de los cuadrados
minimos y empleando los resultados de la Tabla I para cada pH, el
valor de la absorcién calculada para la molécula neutra (B) seria
0.647.

B. Estudios de particion.

El diagrama de distribucién para la noscapina, ha sido rea-
lizado utilizando tampones apropiados como fases acuosas y el éter
como fase orgéanica.

El diagrama de particién de la noscapina en el éter se llevd
a cabo por el pracedimiento general que consiste en equilibrar 20
ml. de la fase etérea que contenia una concentracion adecuada.del
alcaloide con 20 ml. de un tampén de acido citrico-fosfato disédico
0.1M de valores apropiados de pH.

La concentracién empleada de noscapina fue de 1.2 X 10—*M
(4.962 mg/100 ml) en la fase etérea para el equilibrio con tampo-
nes de pH 3.30, 3.60, 3.85, 4.10 y 4.30. Los resultados se anotan en
la Tabla II y representados en forma de grafica en la figura 4.

En cada fase, luego del equilibrio, la cantidad residual del
alcaloide se determiné por espectrofotometria a 308 nm y con ayu-
da de una curva de calibracion (0.3 a 1.5 x 10—¢M) y contra blan-
cos apropiados preparados simultdneamente. La concentracién del
alcaloide en la fase acuosa se obtuvo por diferencia.

IV — DISCUSION. CONCLUSIONES

En la determinacién espectrofotométrica del pKe de la nosca-
pina fue necesario solubilizar la base en la cantidad equivalente de
HC1 0.1N. EIl espectro presenta dos maximos de absorcién, uno a
290 nm y el otro de una absorcién mayor a 313 nm. La descomposi-

— 9] —



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO — FARMACEUTICAS

ciéon de la noscapina en medio alcalino es tan rapida que hace
practicamente imposible la determinacién del espectro de absorcién
de la molécula neutra “B”. Se ha observado que la descomposicién

TABLA I

Determinaciéon espectrofotométrica del pK, de la noscapina.

X107 H+(C-A)  H+(C-A) H+(C-A)
pH H+Xx10 ¢ 108 ¢ CX108

108 pK,

5.80 15.894 0.538 4.279 13.31X10—16 2.302 6.41

6.00 10.000 0.547 3.600 12.96X10—16 1.969 6.44
6.20 6.310 0.554 2.711 7.35X10—16 1.502 —

6.32 4.786 0.570 2.824 7.94X10—16 1.610 6.44
6.58 2.630 0.591 2.104 4.43X10-16 1.244 6.43
6.81 1.549 0.609 1.508 2.27X10—16 0.918 6.40

Concentracion de la solucién diluida de noscapina: 2.0x10-4M.
Longitud de onda analitica: 290 nm.

Absorcion del ecation (A): 0.511.

Absorcién de la molécula neutra: (B): 0.647.

Temperatura: 22° C.

TABLA 1II

Influencia del pH sobre el coeficiente de particién de la
noscapina en el sistema éter-agua.

pH Copg X10°M Caqx105M D logD
3.30 3.132 8.868 0.353 —0.452
3.60 4.941 7.059 0.700 —0.155
3.85 6.654 5.346 1.245 0.095
4.10 8.182 3.818 2.143 0.331
4.30 9.338 2.662 3.058 0.545

Concentraciéon de noscapina: 1.2X10-4M (4.962 mg/100 ml).
ViV 20 ml/20 ml

org :



REVISTA COLOMBIANA DE CIENCIAS QUIMICO;FARMACEUTICAS

Log. D

pH

Figuro 4. Diogromo de distribucidn logaritmico de lo noscapino en
el éter

del alcaloide procede a una velocidad diferente segin la longitud
de onda considerada. La disminucién de la absorcién de la noscapina
fue determinada durante 40 minutos y a intervalos de un minuto
a las dos longitudes de onda.
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La diferencia de la absorcién con el cambio del pH es més neta
a 290 nm que a 313 nm (Figura 3). Por estas razones, la longitud
de onda de 290 nm fue escogida para la determinacién espectrofo-
tométrica del pKa de la noscapina.

El valor teérico de la absorcién de la molécula neutra “B” de
la noscapina encontrado por extrapolacién es de 0.648, valor con-
firmado por el método de los cuadrados minimos con un valor de
0.647.

La investigacién del pKa de la noscapina por el método poten-
ciométrico no puede realizarse a causa de la baja solubilidad de la
noscapina. Igualmente su determinacién por colorimetria segtin el
método general de Albert y Serjeant (3) con las concentraciones
seflaladas por Kolthoff (31) no pudo realizarse ya que a la primera
adicién de KOH hay precipitacion y descomposicion del alcaloide.

El valor del pKa encontrado se compara en la Tabla III con
los valores encontrados en la literatura (Perrin, 6).

TABLA III

Comparacién del valor obtenido para el pKa de la noscapina
con los valores encontrados en la literatura.

Literatura a) Resultado experimental
pKa T°C Concentracion Método pKa T°C Método
6.37 15.0 0.0006-0.0030 1 6.43+0.03 22 4
4.38 55.0 —_

5.86 24.0 — 3

1) Colorimétrico con indicador de pKa conocido.

2) Catalitico (rata de inversién de la sucrosa).

3) Potenciométrico (electrodo de hidrégeno).

4) Espectofotométrico (absorciéon de la luz en funcién del pH).
a) Resultados especificados inciertos.

Los ensayos preliminares de particién de la noscapina entre
el cloroformo y un tampén acido citrico-fosfato disédico 0.1M de
valores apropiados de pH entre 5.0 y 2.0, revelaron coeficientes de
particién y constantes de extraccién demasiado elevadas, haciendo
dificil la elaboracién del diagrama de particién en dicho solvente.
Ademas, fenémenos de asociacién y de dimerizacién que se trata-
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ran en una préxima publicacién (Noscapina. Parte 2), complican
dicha elaboracién.

Investigaciones iniciales de particién para el mismo alcaloide
entre otros solventes orgénicos, el cloruro de metileno, el n-penta-
nol, el cloroformo al 20% en ciclohexano y el ciclohexano y los
mismos tampones dieron igualmente coeficientes de particién ele-
vados para los tres primeros solventes mientras que para el ciclo-
hexano los grados de extraccion son mas o menos iguales a los
presentados por el éter. El valor logaritmico de la constante de
extraccién encontrado (log Kg) para la noscapina en el éter es
de 2,72.

RESUMEN

El presente trabajo incluye algunos aspectos tedricos relativos
a la determinacion del pKa, de la extraccién de par de iones y
caracteristicas de distribucion de substancias organicas. Ademas
presenta algunos resultados experimentales obtenidos sobre la
noscapina.

La determinacién del pKa de la noscapina se realiz6 por el
método espectrofotométrico a 22° C. El valor obtenido fue de
6.43 = 0.03. El diagrama de particién de la noscapina se estable-
ci6 utilizando el éter como fase organica y como fases acuosas dife-
rentes tampones de valores apropiados de pH. El valor de la cons-
tante de extraccion de la base (log Kg) fue de 2.72.

SUMMARY

This work includes some theoricals aspects of the determina-
tion of the pKa, the extraction of the ion-pairs and distribution
characteristics of organic substances. It also presents some expe-
rimental results obtained in the work with noscapine.

The pKa value of the noscapine was made by the spectropho-
tometric method at 22° C. The value obtained was 6.43 = 0.03.

The distribution of the noscapine between two phases using
ether as organic solvent and several buffer solutions at different
pH values was studied. The partition diagram was made and the
log of the extraction constant of the base (log Kg) was 2.72.
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RESUME

Le travail comment quelques aspects théoriques concernant la
recherche de la valeur du pKa, ainsi que sur l'extraction des paires
d’ions et caractéristiques de distribution des substances organiques.
En plus, il inclu des résultats expérimentaux obtenus sur la nosca-
pine. La determination de la valeur du pKa de la noscapine a été
faite & 'aide de la méthode spectrophotométrique dont la valeur
trouvée a 22° C. a été de 6.43 avec un écart de = 0.03.

L’établissement du diagramme de partage de la noscapine a
été accompli entre des tampons appropriés et I'éther. La valeur
logarithmique de la constante d’extraction de la base (log Kg) a
été de 2.72.
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