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RESUMEN

Se presenta un estudio acerca de la extraccion y posterior analisis cuanti-
tativo de alcaloides derivados del acido trépico, aplicable tanto a productos
vegetales como a preparaciones farmacéuticas. La extraccién en el caso de
muestras vegetales se lleva a cabo cuantitativamente, percolando una solucién
0‘IN de H:SOs, a través de una columna que contiene la muestra molida.
Los productos farmacéuticos se alcalinizan y se extraen las bases libres (alca-
loides) con cloroformo, a pH controlado, analizandolas por cromatografia de
gases. Con el método propuesto se logran extracciones de los alcaloides con
recuperaciones superiores al 95 % y no se observa descomposicién interna du-
rante el proceso cromatografico.

SUMMARY

A study is pressented about the extraction and quantitative analysis of
tropane alkaloids, aplicable both to plant and farmaceutical products. The ex-
traction step for plant tissues is carried out quantitatively, grounding the
sample, packing it in a glass column and eluting the alkaloid salts with a
H2S04, 0‘IN solution. Alkaloids are extracted with chlorophorm from medi-
cinal products, at basis pH and quantified by gas liquid chromatography. By
this method reconveries are better than 95 % for the alkaloids and no internal
degradation -of samples is observed during the chromatographic process.

INTRODUCCION

Los alcaloides comprenden un grupo de bases nitrogenadas que presen-
tan propiedades semejantes a los de los alcalis y que aparecen como principios
activos en algunas variedades de plantas y hongos. (1, 2).
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La caracteristica mas notable de estos compuestos es su actividad fisiolo-
gica que con frecuencia altera el normal funcionamiento del organismo pro-
duciendo efectos muy variados segun la naturaleza del alcaloide y la dosis ad-
ministrada. Asi algunos de estos compuestos incluso en bajas dosis son alta-
mente venenosos, como los alcaloides Ergot, otros son estimulantes, creando
en muchos casos estados esquizofrénicos temporales o permanentes tales co-
mo la cocaina, morfina, el L.S.D. y en otros casos tienen aplicaciones farma-
coldgicas ventajosas como anestésicos, vasodilatadores, etc. (Atropina, esco-
polamina, reserpina, etc.).

Algunos de los alcaloides de uso comercial se producen en forma sintética
mientras que otros se extraen directamente de los vegetales que los contienen.
Este es el caso de la Atropina que se extrae de la Atropa Belladonna y de plan-
tas del género Stramonium, abundantes en México y en Centro y Suramérica,
donde se encuentra junto con la Escopolamina.

Al hacer un estudio de los métodos mas frecuentemente utilizados para la
determinacion del contenido de alcaloides y aplicarlos a las plantas del género
Stramonium, nos encontramos con resultados poco satisfactorios, en cuanto a
los porcentajes de recuperacién de la muestra, asi como a falta de especialidad
en algunos métodos analiticos y descomposicién parcial de las muestras en
otros. Esto nos llevé a realizar el presente estudio tendiente a desarrollar un
método de extraccion y de andlisis cuantitativo de estos alcaloides que fuese
rapido y confiable.

Los métodos analiticos existentes actualmente se pueden clasificar en dos
tipos generales, volumétricos (3) y cromatograficos (4, 5). Los métodos volu-
métricos se basan en reacciones acido-base y son altamente inespecificos; ya
que proporcionan solamente el contenido total de alcaloides sin determinar su
naturaleza y composicidn relativa. Los métodos cromatograficos que se han
usado han sido muy variados, se han desarrollado métodos de cromatografia
liquida en papel y capa fina (6, 7) que adolecen de los inconvenientes de ser
lentos, tediosos y poco precisos por 1o que actualmente se ven substituidos por
métodos instrumentales como cromatografia liquida de alta resolucién
(H.P.L.C)).

Los métodos instrumentales mas utilizados han sido hasta ahora los de
cromatografia de gases (8). Estos métodos tal como normalmente se utilizan
presentan el inconveniente de que al ser los alcaloides polares y de peso mole-
cular elevado, se necesitan temperaturas relativamente altas para eluirlos y en
muchos casos los compuestos se descomponen parcialmente con el consiguien-
te error en su determinacidén cuantitativa. Para eliminar dicho problema se
han propuesto métodos para la informacién de derivados més volatiles que los
alcaloides puros (9), el inconveniente de estos métodos radica en que se pro-
longa el procedimiento de preparacion de la muestra con las consiguientes pér-
didas de tiempo y gastos en reactivos y adicionalmente no siempre se evita la
descomposicidn de los compuestos si no se toman otras precauciones, tales co-
mo utilizar columnas mas cortas.
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En el presente trabajo se presentan alternativas para lograr una extrac-
cion eficiente y un anélisis cuantitativo y rapido por cromatografia de gases en
alcaloides relacionados con el acido tropico sin necesidad de formar deriva-
dos.

PARTE EXPERIMENTAL
Aparatos

Las separaciones por cromatografia gaseosa se llevaron a cabo en un cro-
matoégrafo varian 3700, con un detector de ionizacion de flama en una colum-
na con OV-17 al 3 % en chromosorb W-HP de 80/100 mallas y de 50 cm. de
longitud, tratada después de su separacion con hexametil disilazano. La tempe-
ratura del inyector y del detector se fijé en 220°C y la de la columna en 185°
(Isotérmico); como gas acarreador se utilizé nitré6geno a un flujo de 25
ml/minuto.

Materiales y Reactivos

Las muestras de plantas fueron de arbustos Datura Stramonium, conoci-
das vulgarmente como Toloache y se obtuvieron del estado de Sianola en Mé-
xico.

Los medicamentos ensayados se obtuvieron en farmacias.

Como patrones de los alcaloides se utilizaron los clorhidratos correspon-
dientes a Homatropina y Escopolamina y el sulfato de atropina obtenidos de
Sigma Chemical Co., P.O. Box 14508, St. Louis, USA.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico, sin ninguna pu-
rificaicodn especial.

PROCEDIMIENTOS

Extraccidn de los alcaloides:

a) A partir de preparaciones farmacéuticas: 1 ml de solucién o 1 gr. de
muestra se lleva hasta pH 9 afiadiéndole una solucién tampén de fosfatos. En
estas condiciones los alcaloides adquieren la forma de bases libres y se extraen
a continuacién con 3 porciones de cloroformo de 30 ml. cada una, se juntan
los extractos y se aforan a 100 ml. La solucién asi preparada esta lista para in-
yectar al cromatogrfo.

b) A partir de muestras vegetales: se pesan 3 gr. de muestra seca al aire y
molida y se empacan en una columna de vidrio de 50 cm. X 2S cm. en la for-
ma convencional, poniendo un poco de algodédn abajo y arriba de la muestra.
A continuacion se extraen los alcaloides haciendo pasar de 80 a 100 ml., de
una soluciéon de H,S0, 0°IN y Na CI al 0‘5 %. Una vez toda la solucién ha
percolado, se alcaliniza llevandola a pH 9 y se extrae como se indic en el
apartado a).
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Analisis cualitativo y cuantitativo:

Los alcaloides se identificaron en las muestras por el método de adicion
patrén y se cuantificaron por el método del estandard externo, comparando
las 4reas de cada muestra con las obtenidas al inyectar en las mismas condicio-
nes una solucién patrén de concentracién conocida.

RESULTADOS Y DISCUSION
Eficacia del método de extraccion:

El método de la extraccion propuesto para el caso de muestras vegetales.
se aplico a diferentes partes de la planta, raiz, tallos, hojas y frutos. Para com-
probar su eficiencia en la recuperacién de alcaloides se hicieron dos tipos de
ensayos, por un parte se hicieron pruebas de recuperacién en funcién de la
cantidad de solucién estractante afladida para percolar por la columna, com-
probandose que a partir de unos 60 ml. de solucién afladidos en adelante, no
aumentaba la cantidad de alcaloides eluidos en ninguna de las muestras de di-
ferentes partes de la planta, por lo que se fijo como cantidad de extractante
entre 80 y 100 ml. dandole un margen extra de seguridad. Adicionalmente se
hicieron preparados sintéticos afladiendo los alcaloides en forma de solucién
de clorhidratos en cantidades semejantes a como se encuentran normalmente
en la naturaleza, (0‘10-1 %), a tejido molido de diferentes partes de una plan-
ta (Mora), que no contiene alcaloides, una vez afladidos se homogeneiz6 la
mezcla y se empac6 en un columna extrayéndola por el método aqui propues-
to y analizando cada muestra posteriormente. Se repitioé seis veces el ensayo
para cada alcaloide y para mezclas de ambos, encontrandose un porcentaje de
recuperacién en todos los casos superior al 97 % para la Atropina y al 95 %
para la Escopolamina.

La extraccion liquido-liquido de los alcaloides libres a pH controlado,
tanto de medicamentos como de los extractos de plantas se comprob6 anali-
zando soluciones patrén y productos farmacéuticos tanto por el método volu-
métrico recomendado por la Farmacopea Americana, como por cromatogra-
fia de Gases, encontrandose en todos los casos extracciones practicamente to-
tales.

Cromatografia de gases:

La figura 1 muestra el cromatograma obtenido de una muestra patrén
que contiene Homatropina, Atropina y Escopolamina, en las condiciones
analiticas previamente indicadas. Como puede observarse la separacién y for-
ma de los picos, asi como la ausencia de picos intermedios, indican que la co-
lumna y las condiciones propuestas son excelentes para la separacion de este
tipo de compuestos. Se ensayaron diferentes fases, desde polares (D.E.G.S.),
hasta no polares (Metil Silicona), en diferentes proporciones encontrandose
que la que producia menos coleo y buena separacion, era la de una polaridad
intermedia (OV 17) en baja proporcién (3 %),
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Para evitar la descomposicion de las muestras, ademas de usar una fase
no muy polar, se acort6 el tamafio de la columna a una longitud tal que permi-
tiese la separacion sin una larga permanencia de los compuestos dentro de
ella. Adicionalmente se silanizo la fase estacionaria, después de empacarla, in-
yectandole 5 a 6 proporciones de 10 microlitros de hexametildisilazano en las
mismas condiciones del analisis.
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FIG.1 CROMATOGRAMA DE MUESTRA PATRON DE ALCALOIDES

(VER CONDICIONES EN EL TEXTO)
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La figura 2 muestra el cromatograma tipico del extracto de una de las
muestras de origen vegetal, en concreto semillas del fruto de la Datura Stra-
monium. En el cromatograma se observan perfectamente los picos correspon-
dientes a la Atropina y a la Escopolamina y la ausencia de Homatropina que
no se encuentra en muestras de origen vegetal.
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CROMATOGRAMA CORRESPONDIENTE A EL ANALISIS DE SEMILLAS
DE DATURA STRAMONIUM.



Tabla I.- Comparacion de métodos de analisis de alcaloides en medicamentos y muestras ve-

getales.
CONTENIDO DE ALCALOIDES * (%)
C. DE GASES

TIPO CROMATOGRAFIA DE GASES
DE
MUESTRA: HOMATROPINA ESCOPOLAMINA
MEDICAMENTO A 0.980 _
MEDICAMENTO B _ 0.970
MEDICAMENTO C _ _
FLORES *** _ 0.029
SEMILLAS *** _ 0.011
HOJAS *** _ _

VOLUMETRIA
ATROPINA TOTAL
— 0.980
—— 0.970
1.030 1.030
0.055 0.084
0.056 0.067
0.038 0.038

(*) LOS RESULTADOS SON LA MEDIA DE SEIS REPETICIONES.

(**) VALORES APROXIMADOS OBTENIDOS CONSIDERANDO QUE EL TO-
TAL DE ALCALOIDES VALORADOS ERA DE ESCOPOLAMINA.

(***) MUESTRAS DE DIFERENTES PARTE DE DATURA STRAMONIUM.

NOTA: Los medicamentos A, B y C son productos comerciales constituidos por las sa-
les de los correspondientes alcaloides en solucion acuosa al 1 %.

TOTAL
1.020
0.980
1.002
0.105**
0.073**
0.041**
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En la Tabla I se muestra una comparacioén de resultados del anélisis de
muestras de medicamentos y de diferentes partes de la planta Datura Stramo-
nium llevados a cabo por el método volumétrico oficial de la farmacopea
Americana y por el método de cromatografia de gases aqui propuesto. Como
puede observarse en el caso de preparaciones farmacéuticas ambos métodos
son altamente coincidentes. En el caso de extractos de plantas el método volu-
métrico no es especifico y s6lo da una estimacién del total de los alcaloides,
por lo que el total indicado debe tomarse como aproximado, sin embargo si-
gue existiendo buena coincidencia entre el total obtenido por ambos métodos
para este tipo de muestras.

Tabla II.-  Precisién del método analitico.
MUESTRA CONCENTRACION COEFICIENTE DE
PATRON UTILIZADA (%) VARIACION *
(% Desviacion Patron)
HOMATROPINA 1.80 1.82
ATROPINA 2.00 2.51
ESCOPOLAMINA 2.50 3.52

(*) TRES REPETICIONES DE CADA MUESTRA

La precision del método analitico se estudié extrayendo y analizando
muestras patrén de los diferentes alcaloides individualmente. En la Tabla II se
dan los resultados obtenidos para tres repeticiones de la misma muestra. Co-
mo puede observarse las desviaciones patrén relativas o coeficientes de varia-
ciébn son muy aceptables y del orden que cabe esperarse de un método de cro-
matografia de gases. Adicionalmente cabe mencionar que no se observan pi-
cos debido a descomposiciones de los alcaloides y en todos los casos la recupe-
racién obtenida después del analisis cromatografico fue indicativa de la ausen-
cia de cualquier descomposicién apreciable.

CONCLUSIONES

El método de extraccion propuesto para el caso de muestras vegetales es
facil de llevar a cabo, rapido, altamente cuantitativo y poco susceptible de
producir alteracién o descomposicion de los alcaloides.
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La extraccion liquido-liquido a pH controlado es un método muy eficien-

te y también rapido para la recuperacion de los alcaloides en una forma direc-
tamente inyectable al cromatografo.

El anélisis por cromatografia de gases con una columna corta y una fase

semipolar en baja concentracién como la propuesta en este trabajo evita los
costos y tediosos pasos de derivacidén previa y permite separar cuantitativa-
mente los alcaloides sin que se descompongan.

Este método pudiera ser igualmente aplicable a otros alcaloides del Tro-

pano diferentes a los aqui estudiados, tales como cocaina y alquilaminas, esta
parte esta actualmente en estudio.
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