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I. INTRODUCCION.

La planta de lupino pertenece a las leguminosas, sus semillas tienen un alto
contenido de proteina y grasa, en algunas especies por arriba del 40 y 20%
respectivamente, por lo que en nuestro pais, representan una nueva fuente de
nutrimentos para consumo humano y animal. Estas plantas presentan las ventajas
de crecer en suelos de calidad pobre y de adaptarse a diversas temperaturas
(Cuadra, et al, 1994). Sin embargo, la utilizacién de esta leguminosa se ha
limitado por la presencia de alcaloides toxicos.

Los alcaloides quinolizidinicos son el factor toxico mas importante encontrado en
los lupinos. En referencia al contenido de otros factores antinutricionales se
consideran no toxicos (Greirson, et ai, 1991). Ademas de su toxicidad los
alcaloides proporcionan a la planta un sabor amargo que disminuye su
palatabilidad.

Los lupinos se encuentran distribuidos principaimente en America en donde se
conocen aproximadamente 300 especies en comparacién con las 12 especies que
se han encontrado en Europa (Wink, et a/, 1995). En nuestro pais se han
encontrado diferentes especies en diversas zonas pero para su utilizacion primero
se debe realizar un estudio que demuestre su inocuidad.

Para consumir la planta es necesario que el contenido de alcaloides sea bajo,
para el caso de variedades amargas primero deben ser eliminados los alcaloides;
en el proceso de detoxificacion es importante conocer la composicion de
alcaloides ya que cada uno presenta diferentes toxicidades y amargor (Hatzold, et
al. 1983), al reducir la cantidad de alcaloides se debe poner mayor atencion a
aquellos que son mas toxicos. Por esta razén es necesario el desarrolio de una
metodologia que nos permita cuantificarlos individuaimente.



Se han desarrollado diferentes metodologias para la cuantificacion de los
alcaloides de lupinos siendo la mas comun y aceptada la cromatografia de gases,
sin embargo, existen muy pocos datos reportados sobre la validacién de algon
método que utilice este instrumento. Al tener una metodologia validada se pueden
analizar diferentes especies de lupinos con la seguridad de obtener datos
confiables. Una vez obtenidos estos resultados se puede continuar con el estudio
de aquellas especies que, por su bajo contenido de alcaloides, presenten ventajas
sobre otras para ser utilizadas en la alimentacion.

El objetivo de esta tesis es desarrollar una metodologia validada que permita
estudiar las semillas de las especies de lupinos encontradas en nuestro pais en
relacién a su contenido de alcaloides para poder aprovecharlas como fuente de
nutrimentos en la alimentacion.



Il. ANTECEDENTES.

Lupinos.

Los lupinos son leguminosas con altos contenidos de proteina (mas de 40%) y
grasa {mas de 20%), incluso mayores 2 los de la soya. con 34% de proteina y
18% de grasa (Wink, et al, 1995). Por esto resultan importantes como una fuente
alternativa de proteina y grasa en la alimentacion. Se clasifican en variedades
dulces con un bajo contenido de alcaloides y variedades amargas con un
contenido entre 1-2%, aunque en alguncs casos se ha encontrado hasta un 4%
de alcaloides. (Chango, et al, 1993). El género Lupinus forma una subtribu dentro
de la Genisteae que pertenece a la familia Fabaceae. {Wink, 1995)

La produccion de semillas de lupinos corresponde aproximadamente al 1% de la
produccion total de granos de leguminosas en todo el mundo. Se ha usado
principalmente para alimentacion animal aunque en algunos paises asiaticos esta
aumentado su aceptacion como alimento para consumo hurmano con alto
contenido de proteina. Los lupinos son cultivados principalmente en Australia ya
gue estos pueden crecer en suelos arenosos semiaridos, en climas frios y son
tolerantes a las heladas; cuando rotan los cultivos con trigo la produccion de trigo
aumenta debido a los efectos de enrriguecimiento del suelo. Algunos juegan un
papel importante en el mantenimiento de los niveles de nitrogeno en el suelo,
aungue pueden tolerar la falta de agua mejor que la soya o los frijoles pero no son
tolerantes a las sequias. Usan el fosforo existente en el suelo que algunos otros
cultivos no pueden utilizar.

Concentraciones elevadas de alcaloides (>0.02%) imparten un sabor amargo al
paladar. (Brooke, 1996). Entre el 0.02 y 0.01% es el contenido de alcaloides
considerado aceptable en cuanto amargor por lo habitantes andinos, a estas
concentraciones los humanos no presentan toxicosis por ingestion de lupincs pero



la variacién en toxicidad de los diferentes lupinos hace dificil aplicar generalidades
(Keeler, 1980). El rechazo a la alimentacion ocurre en niveles tan bajos como
0.03% por lo que en Australia se ha aprobado el uso de la harina de lupino para la
fabricacién de pan mientras el contenido de alcaloides no exceda el 0.02%.
{Priddis, 1983)

Otros de los factores que afectan la utilizacién de los lupinos son. 1)su contenido
de galactanos, carbohidratos pobremente digeridos que se acumulan en el
intestino y estimulan la fermentacion bacteriana: y 2)juna alta fraccion de sus
proteinas son proteinas de almacenamiento, globulinas, las cuales son deficientes
en aminoacidos azufrados, por lo que es importante suplementar con una
cantidad adecuada de metionina cuando se encuentren ios lupinos como principal
fuente de proteina en la alimentacion. (Cheeke, 1989, Chango, 1993)

Casi todas las leguminosas contienen sustancias toxicas o antinutricionales por
las cuales requieren un tratamiento especial antes de ser consumidas. Los
productos del lupino para consumo animal o humano, tales como los lupinos
detoxificados con agua o alcohol, muestran concentraciones de acido cianhidrico
téxica, nutricional y fisiologicamente sin importancia. En cuanto a hemaglutininas
las bajas cantidades que se han encontrado no resultan importantes ya que para
su consumo los lupinos son preparados y durante su preparacion estos
componentes son destruidos. El contenido de alcaloides parece ser el Unico
componente antinutricional significativo ya que los niveles de otros factores
antinutricionales como fitatos, a-galactésidos, taninos e inhibidores de tripsina son
menores a los que se encuentran en otras leguminosas y comparables con los de
algunos cereales. (Greirson, et al, 1981)

A fin de cultivarlos se han seleccionado variedades de lupinos dulces para evitar
los alcaloides, sin embargo, estas variedades son menos resistentes a las
enfermedades y al ataque de los herbivoros por lo que no es conveniente eliminar
estos factores de resistencia natural. Una alternativa que se ha practicado es el
cultivo de las plantas ricas en alcaloides y ya cosechadas se eliminan los
alealoides de las semillas por extraccién, de otra forma la produccion de lupinos
dependeria de plaguicidas que representan un problema econémico y ambiental.
(Cuadra, et al, 1994). Se debe alcanzar un balance entre las necesidades
agronémicas y la calidad del producto final ya que para la persona gue lo cultiva



sera importante que sea resistente a los atagues de las plagas mientras que para
el que desarrolla los alimentos es preferible que esté libre de alcaloides, sea
palatable y digerible. Los lupinos con alto contenido de alcaloides pocas veces
sufren el atague de los herbivoros y a menudo son plantas dominantes en
asociaciones de plantas en zonas de clima templado. La Unica diferencia entre los
lupinos dulces y los amargos es la acumulacién de alcaloides asi otfros
aleloquimicos estan presentes en las dos formas por lo que aln presentan cierta
resistencia aun en ausencia de los alcaloides, especialmente en raices donde se
encuentra una fuente rica de isofiavonas antifingicas. Una opcién para evitar los
alcaloides es producir extractos de proteinas, grasas, aminoacidos y fibras
dietarias puros a partir de las semillas amargas.

En algunos estudios hechos con ganado porcino se ha encontrado disminucion de
la ingesta cuando la dieta se ha adicionado de lupinos observando rehuso a la
alimentacion, bajo consumo y vomito. Se cree que el consume es diminuido por el
sabor amargo que presenta la dieta. Despues de haber tratado térmicamente las
semillas de lupino no hubo cambio en la velocidad de crecimiento de los puercos
alimentados con lupinos por lo gque se concluyd que no existen factores
termolabiles en las semillas de lupinos que afecten el crecimiento. También
observaron baja disponibilidad de la lisina siendo este un factor importante que
afecta el crecimiento. Otro factor que se encontré que afecta el crecimiento en
este tipo de ganado es la cantidad de manganeso que acumuia la planta sobre
todo cuando crece en suelos acidos, se encontré que el hierro puede disminuir €l
efecto adverso del manganeso, ya que el exceso de este Gltimo provoca ia
inhibicion de la formacion de hemoglobina a través de la inhibicidn de la absorcidn
de hierro. En cuanto a los estudios encontrados en aves también se observd una
depresion del crecimiento debida a una depresion del apetito causada por los
alcaloides. (Cheeke, 1989)

Las semillas de lupinc pueden ser usadas directamente en la alimentacién de
ganado, ya sea enteras, fraccionadas o molidas. En el caso del ganado vacuno el
lupino puede reemplazar hasta el 65% del consumo de soya en la dieta de una
vaca que da leche y se usa como un suplemento de proteina satisfactorio en el
ganado para carne. En el caso de las ovejas el lupino entero puede reemplazar el
100% del consumo de soya. Para el ganado porcino puede reemplazar hasta el



20% de la dieta total, en este caso y en el de las aves es necesario suplementar
con metionina. Las cascarillas de los lupinos y la harina se han incorporado a
pastas y panes para consumo humano; el lupino también se ha empleado en la
elaboracion de cereales crujientes, botanas, sopas, formulas infantiles y
ensaladas.

Alcaloides.

Una de las estrategias de defensa en contra de los herbivoros, microorganismos y
plantas competidoras es la produccién de metabolitos secundarios con
propiedades téxicas o repelentes, entre estos metabolitos se encuentran los
alcalcides. Estos compuestos pueden ser expresados constitutivamente,
activados mediante un dafic o su sintesis de novo puede ser inducida por
elicitores. La principal actividad de los alcaloides en la planta es ser una defensa
quimica en contra de los herbivoros, al ser compuestos amargos actuan como un
factor de anti-palatabilidad hacia los mamiferos herbivoros. (Cheeke y Kelly,
1989). La sensibilidad al sabor amargo de los lupinos aumenta de ovejas y
conejos a ratones y cerdos. Esto indica que los mamiferos son capaces de
detectar y evitar niveles peligrosos de alcaloides quinolizidinicos en la dieta.
Ademas los alcaloides tienen ofras funciones como transportadores de nitrégeno
a través del floema y almacenamiento de nitrégeno en la semilla.

Quimicamente los alcaloides son un grupo de compuestos diferentes gue tienen
como caracteristicas comunes el presentar propiedades alcalinas, estar
constituidos de un anillo heterociclico gue contiene nitrébgeno, derivarse
biosintéticamente de varios aminoacidos, dar reacciones caracteristicas de color
con varios reactivos y mostrar efectos farmacologicos en varios tejidos y organos
humanos y de otras especies animales.

Los lupinos contienen alcaloides quinolizidinicos que contienen como parte
fundamental una base quinclizidinica; los mas simples presentan una estructura
biciclica como la lupinina, existen triciclicos como la angustifolina y citisina
mientras que la mayoria son tetraciciicos entre los que se encuentran esparteina,



lupanina y anagirina. Esta ultma es de mayor importancia ya que se ha
encontrado que es teratogénica en algunas especies. Existen varios isomeros
para cada uno de los principales alcaloides. Se han encontrado mas de 170
estructuras de alcaloides quinolizidinicos. En la figura 1 se pueden observar las
estructuras de los alcaloides utilizados asi como de la cafeina que se uso como
estandar interno.

El sitio principal de sintesis de estos alcaloides en los lupinos son las hojas en
crecimiento, estos son transportados a otras partes de la planta via el floema,
especialmente a las semillas y son almacenados en las vacuolas. Es por esta
razon que los perfiles de alcaloides son mas variados en las hojas que en las
semillas. También son almacenados en partes importantes para la supervivencia y
reproduccion como flores, frutos, semillas y raices. La localizacion de los
alcaloides en tejidos epidérmicos puede ser interpretada como una adaptacion
estratégicamente importante ya que este tipo de tejido es el primer contacto con
los herbivoros y patdégenos. Aungque un gran numero de plantas silvestres
presentan alcaloides solo se encuentran en pocas plantas cultivadas. Estos
alcaloides se encuentran principalmente distribuidos dentro de la familia
Leguminosae.

La esparteina, lupanina y otros alcaloides quinolizidinicos tienen propiedades
antiarritmicas, de los cuales Unicamente la esparteina se encuentra disponible
comerciaimente, sin embargo aproximadamente 10% de los pacientes son
incapaces de metabolizaria y sufren una intoxicacion por esparteina. Debido a
estos efectos secundarios y a la disponibilidad de nuevos farmacos sintéticos se
ha restringido el uso de la esparteina en la medicina. La esparteina también ha
sido utilizada en obstetricia ya que induce la contraccion del tero y acelera el
parto por favorecer la sintesis de prostaglandina F (Hatzold, 1983). La esparteina,
lupanina y 13-hidroxilupanina tienen propiedades hipotensivas y depresoras del
sistema nervioso central ademas de ser hipoglicémicas. La matrina y la citisina
son amebicidas.

Algunas de estas propiedades farmacologicas pueden ser explicadas a través de
la modulacion del receptor de la acetilcolina y de los canales de K'/Na® (Cheeke,
1989). Schmeller (1994) estudid el enface de los alcaloides quinclizidinicos a los
receptores nicotinico Y muscarinico de acetilcolina encontrando que la N-
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metilcitisina y 1a citisina son los que muestran mayor afinidad al receptor nicotinico
de todos los alcaloides estudiados; la lupanina, que se encuentra ampliamente
distribuida en estas plantas, fue 100 veces mas activa que las lupaninas
hidroxiladas, por otra parte la esparteina y la 3p-hidroxilupanina mostraron gran
afinidad por el receptor muscarinico. Ademas la inhibicion de los canales de Na' y
K* que se ha encontrado, por parte de la esparteina y lupanina, puede potenciar la
toxicidad causada por el enlace a los receptores de acetilcolina. Debido a que la
transduccion de la sefal sinaptica es un proceso vulnerable e importante los
alcaloides tienen propiedades toxicas sobre un gran numero de organismos,
aunque su toxicidad se ha demostrado principalmente en insectos.

Se ha demostrado que el consumo de lupinos que contienen anagirina produce
deformidades en los fetos de bovinos a lo que se ha denocminado como
enfermedad de deformacion del becerro. La deformidad ocurre en los fetos
cuando la vaca consume lupinos toxicos entre los 40 y 70 dias de gestacién. Esta
deformidad congénita se caracteriza por miembros torcidos © encorvades,
curvatura de ia columna, cuello torcido y/o paladar dividido. Los efectos toxicos de
ios alcaloides del lupino no son acumulativos y los alcaloides son rapidamente
excretados del cuerpo por el rifién, por lo que se pueden comer grandes
cantidades de semilla de lupino siempre que la cantidad de alcaloides no pase de
un cierto nivel. (Meeker 1987, Cheeke y Kelly 1989; Papadoyannis y von Baer
1993, Muzquiz 1993)

Los efectos neurcldgicos como nerviosismo, ataxia y convulsiones son los signos
principales de toxicidad por alcaloides quinolizidinicos. (Smolenski, et al, 1981).
En animales de laboratorioc se han notado temblores, convulsiones y paro
respiratorio. E| ganado muestra sintomas similares como depresion, dificultad de
respirar, temblor, convulsiones y pardlisis respiratoria. Los signos son los
encontrados en paralisis respiratoria y no son especificos para este tipo de
alcaioides. Los alcaloides quinolizidinicos en humanos pueden producir malestar,
nausea. midriasis y paro respiratorio también produce ataxia, diaforesis, debilidad
progresiva y coma (Keeler, 1980). E! grado de envenenamiento y la variacién en
los sintomas dependera de la especie de lupino gue sea consumida, del estado
de madurez fisiologica de la planta y de Ia especie del animal.
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Figura 1. Estructuras de algunos alcaloides quinolizidinicos y de la cafeina



El metabolismo de los alcaloides quinolizidinicos en animales se lleva a cabo via
oxidacion por el citocromo P-450, las reacciones se llevan a cabo en el higado
dando lugar a metabolitos reducidos via oxidacion del nitrogenc terciario. En
esparteina €l metabolitoc mas importante que se produce es la 2-
dehidroesparteina. El metabolismo de la esparteina en humanos exhibe
polimorfismo genetico: los metabolizadores extensivos y jos pobres. Los
metabolizadores pobres excretan el alcaloide sin cambios en la orina; en el otro
grupo la esparteina es metabolizada a 2-dehidroesparteina. La lupanina es
excretada sin ningan cambio en orina de rata y caballo. La hidroxilupanina
también es excretada por ratas. (Cheeke, 1989)

Debido a que la mayoria son basicos se pueden disociar en soluciones acuosas.
Es importante considerar que un alcaloide se encontrara disociado © no
dependiendo del pH en el que se encuentre (por arriba o por debajo de su pKa)y
que el pKa puede desplazarse si se trata de una solucién no acuosa.

La tabla 1 que se presenta a continuacion muestra algunas de las propiedades de
la citisina, lupanina y esparteina, alcaloides que han sido mas estudiados por su
mayor toxicidad y que fueron utilizados en el desarrolio de este trabajo.

Tabla 1. Propiedades de la citisina, lupanina y esparteina

Propiedad  |Citisina Lupanina Esparteina

Pto. ebullicion |218°C 185-195°C 173°C

pKa1 6.11 2.24

pKaz 13.08 9.46

Soluble en: agua, acetona, |agua, alcohol, éter, |agua, alcohol,
alcohol, benceno, | cloroformao cloroformo o éter

etilacetato, cloroformo

Insoluble en; | éter de petrolec éter de petréleo

LD,, oral en|101 mg/kg 410 mg/kg. 220 ma/kg.

raton L

(Merck Index)



La dosis letal de citisina en raton es de 1.73 mg/kg por aplicacion intravenosa, 9.4
intraperitoneal y para gatos es de 3mg/kg de peso corporal, en comparacion con
la de lupanina que se encuentra en un rango de 75 a 110 mg/kg de peso corporal
para diferentes especies animales, para esparteina 51-100 mg/kg vy la 13-
hidroxilupanina presenta menor toxicidad con 456 mg/kg que se han reportado
para el cerdo guinea; estos altimos datos estan referidos a aplicacion subcutanea.
{Hatzold, 1983)

Existen diferentes métodos para extraer los alcaloides, algunos rusticos usados
por diferentes poblaciones y otros empleados en el laboratorio. En los Andes
“desamargaban” los lupinos hirviéndolos en agua por 30 minutos y después
colocandolos en corrientes de agua durante tres dias; técnica que ademas de
tardada presenta la desventaja de que se pierden carbohidratos solubles y otros
nutrimentos ya que entre el 25 y 60% de materia seca y proteina se pierde
durante este proceso. (Keeler 1980, Cheeke y Kelly 1989)

De los métodos utilizados en el laboratorio, una vez que se ha obtenido el extracto
de alcaloides estos pueden ser purificados y usados en farmacia o como
plaguicidas. Asi al eliminar los alcaloides se obtiene por un lado un material
comestible y por el otro un residuo utilizable. Se podrian utilizar como plaguicidas
debido a que son biodegradables, no se acumulan en el suelo y pueden ser
rapidamente metabolizados por plantas. Serian un plaguicida relativamente barato
considerando que son el subproducto del cuitivo de una planta que proporciona
proteinas, lipidos y fibra. El cultive de lupinos resulta una buena alternativa
considerando la necesidad de proteina e insecticidas inocuos principaimente en el
tercer mundo.

Métodos empleados en la determinacion de alcaloides en lupinos.

Los métodos reportados en la bibliografia se pueden clasificar en tres métodos
generales de extraccion de los alcaloides, que se fundamentan en su caracter
basico, las diferencias que existen entre los métodos solo estan dadas por los
disolventes hidrofdbicos y las soluciones acuosas acidas utilizadas, en algunocs
casos usan cloroformo y en otros diclorometano y las soluciones pueden ser de
acido sulfurico, clorhidrico o tricloroacético.



1. Extraccion con un disolvente no acuoso: el polvo es humedecido con solucién
alcalina y se anade el disoivente. La mezcla se agita vigorosamente y luego se
fitra o centrifuga para eliminar las particulas solidas. Una alicuota de la capa
organica clara se inyecta o se hace otra extraccion para purificar, en este caso se
aplica un acido mineral diluido { por ejemplo HCI 0.1M) y entonces los compuestos
basicos, incluyendo los alcaloides, pasan a la fase acuosa. Se separan las fases y
la acuosa se extrae con un disolvente hidrofobico. El disolvente se evapora y el
residuo se redisueive. Una modificacion es que e! material hiomedo alcalino se
coloca en el recipiente de Soxhlet y se extrae con el disolvente adecuado. Una
desventaja que presenta esta técnica es el manejo de la muestra después de
basificar ya que se humedece la harina, formando grumos, la cual debe agitarse
para alcalinizarla homogéneamente.

2 Usando un disolvente hidrofilico fuertemente polar, a menudo con un poce de
acido (acido acético por ejemplo). Se agita y se filtra o centrifuga. el sobrenadante
claro se hace aicalino y se extrae con un cloroalcano o mezcla de cioroalcano-
alcohol. Si es necesario se elimina el agua disuelta en la capa organica separada
antes de la evaporacidn. Se puede secar con sulfato de sodio anhidro. Después
se evapora el disolvente en atmosfera de nitrégeno o a presion reducida. £l
residuo se reconstituye, se puede inyectar o hacer otra extraccion.

3 En este caso se hace la extraccién con una mezcla de etanol-agua, se evapora
el etanol quedando una fase acuosa que es purificada a pH acido con éter y
diclorometano, eliminando grasas y ésteres de alcaloides. Se alcaliniza y se
extrae con cloroalcano. La fase organica puede ser inyectada.

Greirson y colaboradores probaron metano! al 70%, buffer de citratos (pH 2) y 5%
de ac. tricloroacético como disolventes para la extraccion de los alcaloides
encontrando la Gltima solucion como la mas conveniente.

Considerando que los alcaloides poseen diversas estructuras, para su deteccion
es necesario hacer reaccionar un extracto con 7 diferentes reactivos para
alcaloides, que dan reacciones de precipitacion, la presencia de alcaloides se
comprueba si todos dan reaccion positiva. En los casos de los reactivos de Mayer
(cloruro de mercurio y yoduro de potasio) y reactivo de Dragendorff (nitrato de
bismuto y yoduro de potasio) se forman productos de adicion con el nitrégenc. El



reactivo de Wagner (triyoduro de potasio) forma complejos con los alcaloides. Los
reactivos de Sonnenschein (acido fosfomolibdénico). Scheibler  {(&cido
fosfotangstico) y de acido silicotungsténico forman sales insolubles. Por ultimo con
el reactivo de Hager (acido picrico) existe atraccion entre este acido organico y los
alcaloides dando lugar a una sal insoluble. Se pueden obtener reacciones falsas
positivas debido a la presencia de proteinas, purinas, cumarinas y polifenoles.

Dentro de los métodos para cuantificar alcaloides la titulacion nos permite conocer
la cantidad de aicaloides totales, se basa en el caracter basico de estos y
presenta las desventajas de una titulacion como son los efrores que se asocian al
usar indicadores coloridos, en donde el fin de Ia titulacion no siempre es
claramente visible. Se ha utilizado el éster de etil-tetrabromofenolftaleina ya que
presenta las ventajas de ser un indicador sensible que no es afectado por
cantidades pequenas de humedad en la muestra. Puede usarse como un método
rapido que permite estimar la cantidad de alcaloides totales {(Ruiz, 1976). Este
método puede ser mejorado con la utilizacion de un potencidmetro.

También se ha reportado un metodo gravimétrico que permite calcular la cantidad
de alcaloides totales y que se basa en la precipitacion de un extracto de los
alcaloides con acido tungstosilicico, el precipitado se incinera y se pesa. Al igual
que e! anterior es un método rapido para determinar alcaloides totales. Se ha
encontrado que con este método no se obtiene el 100% de los alcaloides.
(Chango, et al, 1993, Muzquiz, 1982)

Debido a que generalmente los alcaloides se encuentran combinados es
necesario usar técnicas de alta resclucidn para un analisis completo como lo son
las cromatograficas.

Se ha usado cromatografia de capa fina (TLC) por su velocidad y resolucion; sin
embargo, para cuantificarlos se usa espectrofotometria y no todos los alcaloides
presentan un grupo cromoforo, por lo que no todos son identificados.

La cromatografia de gases (GC) permite separar mezclas de alcaloides, tiene alta
resolucion, alta precisiéon y eficiencia, pero tiene la desventaja de usar altas
temperaturas por lo que algunos alcaloides se pueden descomponer. La GC
permite separar casi todos los alcaloides presentes incluyendo algunos



enantiomeros y si s& combina con espectrometria de masas resulta mas facil
identificar los compuestos presentes. Al usar un detector de nitrogeno y fosforo
(NPD) aumenta su sensibilidad. Se han usado tanto columnas capilares como
empacadas. Otfra ventaja de esta técnica es que no se necesitan derivatizar los
alcaloides.

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) opera a baja temperatura
pero tiene menor resolucion que la cromatografia de gases. Se aplica al analisis
de alcaloides no volatiles, altamente polares y sensibles a la temperatura.
(Papadoyannis y von Baer, 1993; Popl, 1990)

Ultimamente se han desarrollado ensayos inmunologicos con enzimas (ELISA)
que son especificos para un tipo de alcaloides. Esta técnica se basa en las
reacciones entre antigenos y anticuerpos, resulta una técnica laboriosa y cara
debido a que para los alcaloides encontrados en lupinos no  existen
comercialmente los reactivos necesarios. Presentan la ventaja de que el extracto
no debe estar tan puro como lo requieren los métodos cromatograficos. Al hacer
una comparacién entre los resultados obtenidos por ELISA y por GC se obtuvo
una correlacién cercana a uno (0.94 con p<0.001). Es un método altamente
especifico. Se utiliza principalmente para detectar un solo aicaloide al hacer
analisis de rutina en un gran numero de muestras. (Greirson, et af, 1991)

Es importante mencionar que la cantidad y el tipo de alcalocides presentes
dependera de la porcion analizada de la planta, de la latitud donde haya sido
cultivada y de su estado de maduracion. Los constituyentes de un lupino en
particular pueden variar cualitativamente con factores como e! tiempo o lugar de
coleccién, en algunos casos se ha observado hasta un 1% de variacién entre dos
lineas de cultivo similares cuitivadas bajo diferentes condiciones ambientales.
(Hatzold 1983, Kinghorn 1982, Papadoyannis y von Baer 1993)

Cromatografia de gases.

Segun la IUPAC “La cromatografia es un método usado para la separacion de los
componentes de una muestra, en la cual los componentes se distribuyen en dos
fases, una de las cuales es estacionaria, mientras que la otra se mueve”
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La cromatografia de gases proporciona separaciones rapidas con alta resolucion
en una amplia variedad de compuestos, la Gnica restriccion es que tengan la
volatilidad suficiente. Desde que fueron construidos los primeros cromatografos
mantienen practicamente las mismas caracteristicas a controlar para obtener una
buena eficiencia en la separacién como son el flujo del gas acarreador, la
temperatura de la columna y la seleccion de un detector sensible. La
cromatografia de gases hace posible la separacion de compuestos con puntos de
ebullicion o propiedades quimicas similares, como en el caso de los aicaloides.

El gas acarreador fluye a traves de la columna de modo continuo, en un momento
dado se inyecta la muestra, llega la muestra en forma liquida a una zona de
calentamiento donde la muestra es introducida, evaporada y arrastrada por el gas
acarreador hasta la entrada a la columna, es entonces que la mezcla se pone en
contacto con la fase liquida de la columna. La separacion resulta de la diferencia
entre las fuerzas por las cuales son retenidas las sustancias. Al emerger de la
columna, la fase gaseosa entra a un detector en donde los componentes
individuales son registrados dando lugar al cromatograma que és la
representacion grafica de una serie de sefiales que aparecen como und sucesion
de picos arriba de la linea base, cada pico corresponde a la elucion de un soluto
después de pasar a través de la columna. La columna regresa a su condicion
original después de cada andlisis. (Bartle, 1993)

En la cromatografia de gases el proceso responsable de la separacion es la
particion, es un proceso selectivo basado en la combinacién de propiedades como
punto de ebullicion, similitud de estructura y solubilidad. Los compuestos se
mueven individualmente a diferentes velocidades dependiendo de su solubilidad
en la fase liquida estacionaria, entre mayor sea la solubilidad de los componentes
en la fase liquida su presion de vapor sera menor, por lo tanto los componentes
seran retenidos mas tiempo en la columna, por el contrario entre menor sea su
solubilidad aumentara su presion de vapor y seran menos retenidos.

El reparto de los componentes en las dos fases debera ser reversible para que los
procesos de absorcion y desorcion sean rapidos y completos. Esto implica que no
deben existir reacciones quimicas entre los componentes a separar y la fase
liquida estacionaria.
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Existen diferentes interacciones entre las moléculas de los solutos y las fases
cOmo son:

1. Fuerzas de orientacién o de Keeson debidas a la presencia de dipolos
permanentes en las dos moléculas, se encuentran aqui los puentes de
hidrégeno. La importancia de este tipo de fuerzas disminuye al aumentar la
temperatura.

2 Fuerzas de induccion o de Debye resultantes de la interaccion entre un dipolo
permanente y otro inducido en la otra molécula, son mas débiles que las de
crientacion.

3. Fuerzas de dispersion o de London originadas en los campos eléctricos
producidos por las variaciones de los dipolos formados entre nucleos y
electrones, dichos campos eléctricos inducen polos en otras moléculas.
(Dabrio, 1971. Nufo, 1978)

Parles de un cromatografo. (Fig.2)

B Fuente de gas.

Los gases deben ser lo mas puros posible ya que la contaminacion puede causar
sefales de ruido o interferir en el proceso cromatografico. Los ductos deben ser
de cobre porque los de polimeros son permeables al oxigeno y este puede dafar
la columna.

B Regulador de presion.

Controla la velocidad de fiujo del gas portador. Los reguladores que mantienen
una presién constante ajustable scn adecuados para el gas acarreador en
columnas capilares y empacadas pero no para los gases de combustion ni de
operacion del detector.

B Gas portador.

Este gas debera ser quimicamente inefte no debe interferir con los componentes
de la fase estacionaria o los de la muestra. El helio es aconsejable porque da
mayor sensibilidad.



m Sisterna de inyeccion.

El dispositivo para la introduccion de mezclas liquidas es un blogue de acero con
un cartucho de calentamiento atravesado por medio de un conducto en forma de
cruz, la parte horizontal de la cruz es por donde pasa el gas portador, el lado
vertical de la cruz tiene en el extremo un tapén de hule de silicon {septum)
comprimido por una tuerca reforzada que lo separa del exterior y que se perfora
faciimente con 1a jeringa y se cierra cuando esta se saca. Su calentamiento es
independiente del de la columna.

En el inyector split/splitless la muestra se introduce en un tubo de vidrio el cual
esta conectado a la entrada de la columna. Una ventana que puede ser abierta o
cerrada se encuentra al final del tubo para permitir los modos de inyeccién split o
splittess. El tubo de vidrio es empacado en su parte superior con una pequeha
porcion de lana de vidrio que permite la mezcla del gas portador con la muestra y
ademas sirve para limpiar la aguja.

En la inyeccion tipo spiit la ventana permanece abierta durante la inyeccién y el
analisis, acelera el paso del vapor de la muestra a través del tubo y cruza la
entrada de la columna reduciendo el ancho de la banda de la muestra que entra a
la columna, aumentando la resolucion del pico. Debido a gue la mayor parte de la
muestra es eliminada por la ventana, la cantidad que entra a la columna €s
peguefa por lo tanto se usa para soluciones concentradas.

La inyeccion splitless se usa en andlisis de trazas, aqui la ventana permanece
cerrada durante la inyeccién con el proposito de que la muestra total sea
tranferida a 1a columna, la ventana es abierta después de la inyeccion para purgar
las trazas residuales de solvente en el tubo de vidrio ya que causaria una cola en
el pico del solvente solapando a los picos que eluyen al inicio. El ancho de la
banda de ta muestra que entra a la columna dependera del tipo de solvente, de la
cantidad de muestra inyectada, de la presién del gas portador y de la temperatura
del inyector.

m Horno.

Es una caja que contiene un elemento de calentamiento eléctrico en el cual esta
montada la columna, el calor es distribuido en todo el horno por medio de un



ventilador circulatorio, la buena circulacion del aire es necesaria para mantener
una temperatura uniforme en todo lo largo de la columna. Un sensor de
temperatura esta localizado en una zona seleccionada del horno, la salida del
sensor esta conectada a un sistema de control de la temperatura donde es
comparada con la temperatura esperada y se hacen los ajustes necesarios (por lo
general con un microprocesador) al elemento de calentamiento para dar la
temperatura apropiada. Debido a que el control de la temperatura en la columna
es absolutamente importante, la temperatura debe ser sensitiva a 0.01°C ¥y
mantenida dentro de +0.1°C.

B Columna.

Es en esta donde se realiza la separacion. Existen dos tipos de columnas, las
capilares y las empacadas. Las columnas capilares pueden ser mas largas sin
usar mayores presiones de gas, con mayor eficiencia y mejor resolucion porque el
grosor de la pelicula es menor y el coeficiente de resistencia a la transferencia de
masa disminuye.

Se han encontrado diferentes ventajas de las columnas capilares sobre las
empacadas como son: el aumento de la relacién sefial-ruido debido a que la
cantidad de sangrado de la columna es menor y también porque el flujo del gas es
mas uniforme; los picos estan mejor definidos haciendo mas facil la deteccion de
compuestos traza esto lleva a un gran poder de resolucidon, alta velocidad de
analisis, alta sensibilidad, capacidad de eluir a un gran numero de componentes y
reproducibilidad entre columnas.

Los requisitos para una buena fase liquida son: 1)Ser selectivas, ser buen
disolvente para los componentes, con gran poder de fraccionamiento parcial de
los mismos. 2)Poseer estabilidad termica, la fase estacionaria debe ser estable a
la temperatura de trabajo y a esa temperatura no se deben producir reacciones
irreversibles en la columna. 3)Tener estabilidad fisica que ademas facilite su
manejo. 4)Ser inertes quimicamente. 5)A la temperatura de trabajo la viscosidad
de la fase estacionaria no debera ser muy alta y ia volatilidad debera ser minima.
Un descenso en la temperatura de la columna aumenta el tiempo de retencian de
los solutos y en ocasiones puede mejorar las separaciones pero cuando la
viscosidad es demasiado alta la eficacia de la columna baja. giLa tension de
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vapor debera ser minima para evitar que la fase estacionaria pase a {a fase movil.
7)La polaridad de la fase estacionaria es importante ya que los solutos polares
aumentan su tiempo de retencion al aumentar la polaridad de |a fase estacionaria.
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1. Fuente del gas
_ Control de la presion de los gases (tanque)
. Filtro
. Control de 1a presion del gas portador(cromatégrafo)

_ Control de la presion de los gases del detector {cromatdgrafo)
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7. Inyector

8. Columna

9. Horne

10.Detector
11.Ampiificador del detector

12.Integrador

Figura 2. Partes fundamentales de un cromatografo
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B Detector.

Es un dispositivo que permite medir de una manera continua una propiedad fisica
de! gas portador, que se modifica ampliamente con la presencia de muy pequefas
concentraciones de la sustancia a analizar. Esta situado a la salida de la columna.

Se pueden clasificar en:

1. Detectores dependientes de la concentracién, los cuales producen una senal
relativa a la concentracion de soluto en el gas portador en un punto en el
tiempo, generalmente no son destructivos y su respuesta es expresada en
unidades de sefial por concentracion de analito.

2. Detectores dependientes de la masa, producen una sefial relativa a la
velocidad a la cual las moléculas de soiuto entran al detector, normaimente
generan la sefal como resultado de un proceso destructivo que les ocurre a las
moléculas de soluto, la respuesta es expresada en unidades de sefial por flujo de
masa del analito.

En un detector se debe considerar sensibilidad, linealidad, estabilidad, ruido
eléctrico y limite de sensibilidad.

Deben tener alta sensibilidad, esta caracteristica indica la intensidad de la
respuesta del detector ante un cambio de la propiedad fisica o quimica que se
mide, ese cambio estara en funcion de la cantidad de componente que incida
sobre &l.

La respuesta de! detector debe seguir rapidamente el cambio real, debe poseer
buena linealidad es decir, debe dar una sefal proporciona! a la cantidad de
compuesto en un amplio intervalo. Debe tener baja sensibilidad a las condiciones
de operacion como flujo del gas acarreador, presion y temperatura.

Un detector nos dara la sefial util mas una sefial de fondo, en algunos casos es
posible reducir a cero la sefial de fondo. La sefnal de fondo es la que produce
cuando solo pasa gas acarreador a través del mismo, esta sefal deberia ser
constante pero no es asi debido a las fallas en la estabilidad del detector
originadas por el ruido de fondo o sea a las fluctuaciones instantdneas de la
estabilidad del detector. El ruido eléctrico fluctia aleatoriamente en funcion del



tiempo alrededor de un valor medio determinado. El nivel de ruido de un detector
puede aumentar por envejecimiento de sus componentes o funcionamiento
inadecuado.

Para el limite de sensibilidad se debe considerar que e! detector es lineal hasta
ese margen y que a medida que aumenta la sensibilidad (amplificacion de la
sefial), aumenta el ruido, por lo que se puede confundir la minima sefial con el
ruido.

Detector de ionizacién de flama

Es un detector sensible a la masa y se usa en analisis de compuestos organicos
destructivos. Al entrar la muestra al detector se mezcla con hidrégeno y entonces
es quemada en presencia de aire generando iones. Estos son colectados vy
medidos por el detector, la concentracion es proporcional a la cantidad de
compuesto presente. La coleccion de los iones se incrementa por un campo
eléctrico polarizado creado al aplicar un voltaje negativo (-200V). La sensibilidad
esta afectada principalmente por el fiujo del H. Es insensible para gases inertes y
vapor de agua.

La operacion de los detectores de ionizacién se basa en la conductancia eléctrica
de ios gases. A temperaturas y presiones normales los gases son aislantes pero
cuando sus atomos son cargados eléctricamente se producen electrones libres en
el gas, la particula cargada puede ser desplazada bajo la accién de un campo
eléctrico externo y entonces el gas se vuelve conductivo. Este efecto aparece
sobre muy poca cantidad de compuesto ionizable a menudo no mas de unos
cuantos iones, lo cual explica la alta sensibilidad de estos detectores.

La llama de aire e hidrogenc da lugar a una corriente de ionizacion débil gue
puede variar en presencia de sustancias extrafias. La corriente de ionizacion
hidrogeno-aire se debe a la presencia de iones H,0", acompanados de trazas de
iones NO” y NH4" esta corriente de fondo se establece al someter la llama a una
diferencia de potencial. Al aparecer una sustancia extrafia la sefal de fondo
cambia por la presencia de nuevas especies idnicas o por modificacion de las que
habia.



B Integrador.

Es un dispositivo que transforma las sefiales eléctricas en datos, es posible
mediante este mejorar la exactitud y velocidad de los analisis. En el caso del
integrador electronico, bajo el control de un método seleccicnado los datos son
colectados, almacenados, procesados y organizados en un reporte segun los
datos especificados en cada punto del método. El ciclo de procesamiento de
datos inicia con la deteccidn del pico, usando ios valores de sensibilidades de
area y base, el sistema los aplica a los datos en el archivo y determina el inicio del
pico, cresta, término y su correspondiente area. Usando la informacion topografica
el sistema construye la linea base del cromatograma de acuerdao el tratamiento de
linea base seleccionado en el método. La informacion de la linea base es utilizada
para mgstrar graficamente como fueron integrados los picos. Una vez que se han
colectado e identificado los picos el siguiente paso es usar el area o la altura para
cuantificar la concentracion de los componentes en la muestra. (Dabrio, 1971.
Dawes, 1993. Nufo, 1978. Tipler, 1993. Operators manual, 1993).

Parametros fundamentales.

El soluto se reparte entre las dos fases con un coeficiente de particidn K, que
corresponde & la relacion de concentraciones entre las dos fases. Es una
propiedad termodinamica del sistema soluto - fase estacionaria - fase movil que
depende de las fuerzas intermoleculares y la presion de vapor del soluto.

El factor de capacidad, k', es la relacidn entre las masas del soluto en la fase
estacionaria y ia fase movil. No solo depende de las propiedades termodinamicas
del sistema sino gque es funcion también de las caracteristicas de la columna en
particular. Se puede definir como el cociente entre las probabilidades de encontrar
una molécula determinada de soluto en fa fase estacionaria o en la fase movil que

ta
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es equivalente al cociente entre el tiempo de permanencia de dicha molécula en la
fase estacionaria y en la fase movil.

Donde:
Vs = Volumen en la fase estacionaria

Vg = Volumen en la fase movil

Se define a la relacién de fases como 3
Vg
Vs
entonces

k'=K/p

La fraccion del tiempo total que el soluto permanece en la fase estacionaria es
kl
1+k
y la fraccién en el gas es:
1
1+k'
Si el promedio de la velocidad lineal del gas a través de la columna es u la
velocidad lineal, v, del soluto esta dada por
u

V=

1+Kk'

y €l tiempo que tardan las moléculas de soluto en recosrer la columna de un
extremo a otro. tiempo de retencion (tg) es:

L

tR=—
u

(1+X%")

en donde L es la longitud de la columna.



El volumen de retencion es el volumen de gas requerido para eluir el soluto. Si no
hay retencion cromatografica sélo tarda el tiempo en pasar por la columna al que
se le conoce como tiempo muerto (t,): Es el tiempo de retencion de una sustancia
no retenida en la fase estacionaria:

o
3
[
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La parte del tiempo de retencion durante la cual el soluto es mantenido en la fase
estacionaria es:

b=t - b

A partir de las ecuaciones del tiempo muerto y de retencidn:

m

k' es el parametro mas sencillo de modificar, varia ajustando la fuerza de la fase
movil. Un rango apropiado que se ha encontrado es 2<k'<10 para mezclas
sencillas.

La concentracion de un soluto cuando este emerge de la columna corresponde a
un pico gaussiano el cual esta caracterizado por el ancho al nivel de la base {wy),
es decir Ia distancia entre las tangentes del punto de infiexion a la linea base; ¢ a
la mitad de la altura {w.,).

El objetivo primario de la cromatografia es la separacion de los componentes de
una mezcla y la resolucién nos dice que tan bien se han separado dos picos:

trz — tra

Rz —rm——
0.5(wo1 + woz)

Entre mayor sea la diferencia entre los tiempos de retencion significa que la fase
liquida es mas selectiva y es mayor la resolucion; entre menor sea W significa que
la columna tiene mas platos tecricos, los picos son mas angostos y ia resolucion
es mayor. Para mejorar |a resolucién los picos deben alejarse tanto como sea
posible y sus anchos de base deberan ser pequenos. El ancho del pico y por lo
tanto la resolucion estan relacionados al ancho de la banda del soluto conforme



este pasa por la columna. Esto estd medido por el numero de platos teoricos, N,
por analogia con la teoria de la destilacion, la cual dice que el nimero de platos
tedricos es el numero de equilibrios o particiones del soluto entre ias dos fases. N
puede incrementar disminuyendo el caudal, empleando columnas mas largas o
aumentando la temperatura.

s(tRT [ tr T
N=16 —| =554 —
Wh W1k

Debido a que N depende de la longitud de la columna se introduce H que es la
altura equivalente a un piato tedrico {HEPT).

H=ﬁ

La eficacia de una columna puede expresarse en funcion del numero de platos
teoricos, una columna sera mas eficaz cuanto mayor numero de platos posea. La
altura equivalente a un plato tedrico se define como la longitud de fa columna en
la cual se produce un equilibrio de reparto del soluto entre las dos fases. Para dos
columnas con igual N sera mejor aquella que sea mas corta, por lo tanto es H el
que se considera. N y H varian con las condiciones de trabajo, con la naturaleza
del soluto y la fase estacionaria.

La resolucion depende también de la retencion relativa, o, para dos solutos. La
selectividad se calcula como el cociente de los factores de capacidad de un par de
picos determinados, depende de la naturaleza de cada uno de sus componentes
fase movil, columna y muestra, Este parametro sdlo se puede modificar variando
la fase liquida.

R esta relacionada a N y al promedio de k' para dos picos en cuestion por medio
de:

R N @t K _1@ (-1 K
=2 T & (1+k) 4VH o  1+K
Debido a que R depende de la raiz cuadrada de la longitud de la columna al
duplicar su longitud solo aumenta R en un factor de 2 =1.414.



El término involucra la retencién relativa por lo que para alcanzar la misma
resolucién entre picos iniciales y picos que eluyen después se requieren mas
platos. Para que exista una separacion completa R debe ser mayor a la unidad. A
un valor de 1.5 la resolucién es efectivamente completa.

Debido a que el proceso de particion esta en funcion directa de las proporciones
de fase movil y estacionaria, también Ia velocidad de flujo del gas acarreador
ejerce influencia sobre el nameroc de platos tedricos y por lo tanto en la eficiencia y
la resolucién.

Van Demteer (para columnas empacadas) y Golay {(para columnas capilares)
demostraron que la HEPT depende del promedio de la velocidad del gas segun la
siguiente ecuacion:

H=A+%+CG-G+CS-G

Donde:
A es el coeficiente que relaciona el efecto de las multiples vias por las cuales
puede pasar el gas.
A=25d,
7.= uniformidad del empaque
d,=diametro de la particula
Para columnas capilares A=0.

B proporciona la difusion longitudinal en la fase gas el cual es proporcional a Dg
que es el coeficiente de difusion del soluto en el gas.

El termino C expresa el efecto de la resistencia a la transferencia de masa en las
fases gas (Cg) y en el liquido (Cy). Los efectos que explican esta resistencia a la

transferencia de masa son:

« Efecto transcanal: Se produce debido a la formacion de pequenos canales en el
seno de la columna los cuales se deben a la disposicion de las particulas de
soporte. La existencia de estos canales provoca que la velocidad del gas
acarreador sea diferente en el centro y en las proximidades de la pared del
canal.



Efecto transpelicula: En los poros que Sé forman por irregularidades de los
granulos de soporte existen pequefios canales en los cuales la fase movil se
encuentra practicamente estacionaria pues se mueve 3 velocidades muy
inferiores a la velocidad media existente en la columna.

Efecto intercanales vecinos: A causa de las irregularidades del soporte existen
canales que presentan diametros mayores que otros lo cual conduce a que las
velocidades medias sean diferentes en ellos.

Efecto intercanales distantes: Los canales angostos y anchos no se encuentran
siempre alternos sino que forman zonas de mayor © menor permeabilidad
originando diferentes velocidades en el flujo gasecso.

Efecto transcolumna: En el centro de la columna cromatografica el gas posee
una velocidad diferente a la que presenta en la proximidad a la pared.

A partir de esta ecuacion se obtiene una curva gue demuestra que existe una

velocidad optima del gas portador por debajo y arriba de la cual disminuye la

eficiencia.

Factores que influyen en la eficacia de una columna.

1.

£1 efecto de la longitud de la columna sobre 1a resolucién no es tan fuerte por lo
que no conviene usar columnas muy largas, gue dan lugar a tiempos de
analisis mayores.

_El diametro de la columna es importante sobre todo en columnas capilares en

donde la causa mas importante del ensanchamiento de las zonas es la
resistencia que opone la fase maovil a la transferencia de masas debida
principalimente al efecto transcanal. La disminucion de! diametro de la columna
lleva consigo un aumento en la eficacia.

La naturaleza de las fases influye debido a que la viscosidad de la fase

dependera de su grado de polimerizacion y de su naturaleza quimica, siendo
también dependiente de la temperatura. Si la fase es muy viscosa a
temperaturas bajas la eficacia bajara. En cuanto a la viscosidad del gas
portador si esta es menor sera necesario un gradiente de presion menor para
alcanzar el mismo flujo en la columna. Su coeficiente de difusion también
influye ya que las moléculas de soluto se difundirdn mejor en un gas que posea
un tamario pequefio de moléculas.

[P
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4. Debido a que la fase estacionaria se opone a {a transferencia de masa, cuanto
mas pequefia sea la cantidad de fase estacionaria su eficacia sera mayor a
igualdad de soporte inerte.

5. Al aumentar la temperatura de la columna disminuye k' a través del coeficiente
de reparto por lo tanto disminuye la eficacia.

6. En cuanto a la velocidad del gas portador, existe una velocidad optima del gas
portador en relacion con H.

7 Cantidad de muestra inyectada: la capacidad de carga esta relacionada con la
cantidad de fase estacionaria por unidad de longitud que posee la columna y se
refiere a la cantidad de muestra que es capaz de admitir sin que se modifique el
valor del coeficiente de reparto.

Cromatografia de gases con temperatura programada.

La temperatura puede ser programada iineatmente, es decir , que la temperatura
aumente gradualmente durante todo el analisis o combinar la programacion de la
temperatura con periodos isotérmicos. Esta técnica se aplica cuando los
compuestos poseen puntos de ebullicion distantes entre si basandose en el hecho
de que la presién de vapor aumenta al aumentar la temperatura y por lo tanto su
" tiempo de retencién disminuye.

Las ventajas de la temperatura programada es que se puede trabajar
comenzando a una temperatura baja y utilizando el programa se puede llegar a
temperaturas de trabajo y finales altas, se pueden separar mezclas complejas en
un intervalo amplio de puntos de ebullicion, los picos obtenidos son mas uniformes
disminuyendo los errores por el estrechamiento del pico. se pueden detectar
trazas y disminuyen los tiempos de analisis. (Bartle, 1993. Dabrio, 1971. Nufio,
1978)

Aplicaciones de la cromatografia de gases.

Analisis cualitativo:

Consiste en la identificacion de cada pico en el cromatograma, depende de una
buena separacioén y de que cada pico corresponda a un solo compuesto. Se utiliza

(W]
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el tiempo de retencion ya que este es un valor constante para cada componente
en determinadas condiciones

Analisis cuantitativo.

Se basa en la medida de la altura o area de los picos, fundamentalmente el area
porque la altura es sensible a la temperatura. Existen cuatro métodos para
cuantificar los picos:

m Normalizacion.

Es el método mas simple en donde el area de cada pico esta expresada como un
porcentaje del area total de todos los picos en la corrida. No se usan factores de
respuesta. Cualquier cambio cromatografico que altere el area total de los picos
modificara la concentraciéon expresada de cada uno. El calculo asume que la
concentracién de un pico en una corrida con n numero de picos es equivalente a
la relacion del area del pico contra el total de las areas de todos los picos.

m Normalizacion con factor de respuesta.

En este caso se aplican factores de respuesta a las areas de los picos para
compensar los cambios que ocurren én el detector para los diferentes
componentes, Dividiendo el area del pico entre el factor de respuesta cambia el
calculo de porcentaje a normalizacion. Al igual que el porcentaje si existe un
cambio en el area total de los picos esté modificard la concentracién
correspondiente a cada uno.

W Estandar interno.

Consiste en agregar cantidades exactamente medidas de una sustancia asi
denominada, tante a la muestra como a un estandar que contiene al analito. Para
determinar la concentracion del analito en la muestra se calcula la relacion de las
areas de analito a estandar interno tanto en la muestra como en el estandar,
efectuando el cociente entre ambas. Es la técnica preferida debido a que solo dos
factores afectan la concentracion reportada: 1) la cantidad de cada componente
individual y 2)la cantidad del componente estandar agregado a la muestra. Se
incluyen los factores de respuesta para compensar las diferencias en la
sensibilidad del detector para cada componente en la muestra. El estandar interno
no debe estar presente en la muestra, debe presentar un area similar al analito,
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debe eluir a un valor de k' cercano al analito, debe resolverse completamente
(R>1.5) debe ser estable y quimicamente inerte, debe responder en forma similar
al analito con el detector seleccionado. Al usar relaciones de areas no es sensible
a errores de inyeccion, en algunos casos s& pueden compensar errores debidos a
la preparacion de ia muestra.

B Estandar externo.

Al igual que el estandar interno este calcula la concentracion de cada componente
por separado. Sin embargo aqui no se afade el estandar a la muestra. Aqui se
inyectan cantidades conocidas de los compuestos de interés en una corrida
aparte, las areas de los picos resultantes son usadas para obtener los factores de
respuesta calibrados que son utilizados en las corridas posteriores. La
concentracion det analito en la mezcla se determina comparando el area del pico
en cuestion con el area correspondiente al estandar de referencia. Es muy
sensible a los errores de inyeccion. {Operators manual, 1993. Quattrocchi, 18992)

Validacién del métedo.

El objetivo principal de validar un método es proporcionar evidencias de que el
método hace aquello para lo cual fue disefado. Un proceso de validacion debe
incluir todo lo que se requiere para demostrar que un método puede cuantificar la
concentracion de un analito (o series de analitos) en una matriz biologica
particular con confiabilidad. Debido a que el método debe dar resultados
confiables, la validacion de un método debe considerar: selectividad, linealidad,
precisién, exactitud y sensibilidad. Un método estd validado cuando se ha
demostrado que su realizacion proporciona el grado de precision requerido y su
exactitud es satisfactoria.



Selectividad y especificidad.

El método debe producir una sefial que se puede medir debido a la presencia del
analito libre de la interferencia de otros componentes. Especificidad es la
capacidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de compuestos
endagenos. La selectividad incluye la capacidad para separar el analito de otros
metabolitos y productos de degradacion. La prueba mas simple sugerida en el
analisis cromatografico es demostrar la falta de respuesta en un blanco de 1a
matriz biologica. Una forma de checar la selectividad del método seria usando un
detector mas especifico, asi como un espectrémetro de masas.

Linealidad

Se refiere a la proporcionalidad entre la concentracién detf analito y su respuesta,
es necesario si se va a trabajar con un sélo estandar en las determinaciones de
rutina, aunque pueden aceptarse métodos no lineales si se opera con estandares
multiples. Conjuntamente se determina el rango lineal, intervalo comprendido
entre la concentracién minima y maxima del analito para el cual el método ha sido
probado y en el cual se puede hacer la cuantificacion por una curva estandar. La
curva de calibracion debe construirse cen soluciones entre cinco a ocho valores
(excluyendo el blanco) de acuerdo al rango esperado de concentraciones.
Generalmente se usa un modelo lineal con el metodo de minimos cuadrades para
estimar los parametros, donde la variable independiente es la concentracion y la
variable dependiente es la respuesta. Este proceso asume implicitamente que la
medida de! error es la misma y esta normalmente distribuida para cada muestra.

Precisién.

Esta relacionada con la dispersién de las medidas alrededor de su valor medio ©
central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales
cuando el método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de una muestra
homogénea. Se expresa mateméaticamente como la desviacién estandar estimada
analiticamente por s 0 mas comunmente por la desviacion estandar relativa (RSD)
o coeficiente de variacién (CV).



La precisién de un método analitico debera estudiarse sobre
« ¢lsistema,y
+ el método,

En general se acepta una RSD del sistema de no mas de 2%, inyectando 3 veces
una solucién estandar, aunque en condiciones apropiadas pueden obtenerse
valores inferiores al 1%.

Exactitud.

También conocida como error sistematico o tendencia, corresponde a la diferencia
entre el valor obtenido y el valor real. Para el calculo de este parametro la
recuperacion es la mas utilizada. E| valor medido debe aproximarse lo mas posible
al valor de referencia, la recuperacion del analito debe acercarse al 100%.

Sensibilidad.

Corresponde a la minima cantidad del analito que puede producir un resultado
significativo.

Los parametros a definir son los limites de deteccion y de cuantificacion:

« Limite de deteccion. Corresponde a la menor concentracion de analito que
puede detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, en las condiciones
establecidas y se expresa en unidades de concentracion.

» Limite de cuantificacién. Es la menor concentracién del analito que puede
determinarse con precision y exactitud razonables en las condiciones
establecidas y se expresa tambien en unidades de concentracion.

(Bressolle, 1996. Quattrocchi, 1992. Braggio, 1986)



lIl. METODOLOGIA:

Muestras.

Semillas de Lupinus exaltafus y L. albus recolectadas en Jalisco. Se molieron
hasta atravesar una malla de 0.5mm.

Deteccién.

A 2g de muestra se le adicionaron 40m! de metanol y se dejé una noche, a
continuacion se calenté durante 4h a 50°C agitando interrumpidamente. La mezcla
se filtro y el residuo fue favado con 20ml de metanol el cual se combina con el
extracto y se evapord a sequedad en un rotavapor. El residuo se resuspendio en
2mi de metanol y 12ml de HCl al 1%, la mezcla se agito y filtro, el residuo se lavo
con 8ml de HCI al 1%, se combinaron los extractos filtrados y la solucion se
alcalinizéd con amoniaco concentrado hasta pH 14. Se extrajo con tres porciones
de 20ml de cloroformo cada una, dando la fraccion "A”. La solugion acuosa
residual se extrajo tres veces con 20ml de una mezcla cloroformo-etanol (3:2)
obteniéndose la fraccion "B”. Ambas fracciones fueron secadas con sulfato de
sodio anhidro, se evaporaron a sequedad, por separado, en un rotavapor y se
resuspendieron con 1.5mi de HCI al 1% y 1.5ml de cloroformo, se agitaron
vigorosamente y la fase acuosa de cada fraccion fue pipeteada y filtrada a través
de algodén dividiéndose en 7 porciones. Cada porcion fue ensayada con ios
siguientes reactivos:

1) Reactivo de Mayer. La solucion no debe contener acido acético o etanol porque
disuelve el precipitado. Sélo se anadieron unas gotas de reactivo ya gue los
alcaloides son solubles en exceso de este.

2) Reactivo de Wagner. Se formaron precipitados floculentos color marron.



3) Reactivo de Dragendorff: Dieron precipitados anaranjado-marron

4) Reactivo de Sonnenchein. Los alcaloides y sales de amonio dan precipitados
amarillos.

5) Reactivo de Hager. Formaron precipitados amarillos
6) Reactivo de Scheibler. El precipitado formado es de color blanco-grisaceo.
7) Reactivo de acido silicotungsténico. Precipitado color blanco-grisaceo.

Cuando cualquiera de las dos fracciones (A 6 B) dio reaccién positiva con los siete
reactivos se considero que los, aicaloides estaban presentes. Si solamente el
reactivo de Hager dio reaccidén negativa se consideraron presentes ya que este
reactivo es de baja sensibilidad.

Como patron positivo se utilizé una muestra de colorin (Erytrina americana).

Extraccion de alcaloides (método 1}.

Se dejo 1g de la harina de la semilla durante una noche en 40ml de una mezcla
de etanol-agua (70:30). Se centrifugd y se lavo tres veces con 10mi de la mezcla
etanol:agua (70:30). Los extractos se evaporaron en un rotavapor a 55°C para
eliminar el etanoi. El residuo acuoso se acidificd con acido clorhidrico 0.3M hasta
pH 2, se elimind el material liidico por extraccion con éter de petréleo (2
porciones de 30m!) y los ésteres de alcaloides con diclorometano (2 porciones de
20ml). Se alcalinizd el extracto hasta pH 14 con hidroxide de sodio 10M vy se
extrajo con diclorometano (3 veces con 20mi cada una). E! residuo se evaporo a
sequedad a 25°C en un rotavapor y se disolvio en 1mi de metanol grado HPLC.
(Priddis,1883)

Extraccion de alcaloides (método 2).

0.5g de harina se homogeneizaron en un vortex con 5mi de acido tricloroacético al
5% durante 1min a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd durante 5min a
3430 rpm en una centrifuga DYNAC y se decanto el sobrenadante. La extraccion
se repitid dos veces mas y al sobrenadante se afadid 1ml de NaOH 10M. Se
extrajo con cloruro de metileno (3 porciones de 5ml) y los exiractos se evaporaron
a sequedad en un rotavapor a 259C. Se redisolvié en metanol grado HPLC.
(Mizquiz, et al, 1993)



Cromatografia de capa fina.

Debido a los resultados obtenidos en la precision de cada método se eligio el
método 2: después de evaporar los extractos a sequedad se redisolvieron en 1mi
de metanol y se aplicaron alicuotas de 2, 4, 6, 8, 10 y 12ul en placas de silica ge!
60 F254 (20x20cm, 250um, Merck) usandose como fase movil
cloroformo:ciclohexano:dietilamina (6:4:1). Para el desarrollo de las placas se
utilizé luz ultravioleta.

Cromatografia de gases.

Para la validacion del método se utilizo la extraccion segun el método 2 debido a
los resultados obtenidos. Los extractos evaporados a sequedad se redisolvieron
en 5ml de metano! y se filtré por Millipore con membrana FH 0.5um.

Condiciones del cromatégrafo de gases.

Inyector a 240°C.

Detector a 300°C.

Sensibilidad del detector (rango) = 1

Programa de temperatura del horno:

150°C(0.5min) - 20°C/min - 200°C(15min) - 5°C/min - 240°C(15min)
Inyeccién tipo splitless.

Presion del gas acarreador (helio} = 5psi.

Flujo del aire = 450 ml/min

Flujo del hidrégeno = 45 mi/min

Validacion del método.

Selectividad o especificidad.

Se verifico con la muestra y la inyeccion de fos estandares, observando que no
existieran picos sobrepuestos. Ademas se hizo la inyeccién de un extracto de
soya para observar la falta de respuesta en el cromatograma.
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Lineafidad

Para su determinacion se prepard una serie de diluciones de esparteina, alcaloide
disponible comercialmente, divididas en dos curvas patrén. La primera con un
rango de 75 a 1200pg con atenuacion de 8 y la segunda de 3000 a 27000ug con
atenuacién 16 por lo que, considerando los limites de trabajo de 0.02% (permitido
en harinas para consumo humano) a 2% (encontrado en especies amargas), sé
comprendié el rango estimado de trabajo con un exceso de 35% sobre el limite
superior y un déficit de 62.5% debajo del limite inferior. Se inyectd cada dilucion
por triplicado y se determind la curva de regresiéon sobre los puntos individuales
sin promediar.

La calidad de! ajuste de la correspondencia se evaluo comparando los puntos
calculados contra los nominales, una regresion lineal de las concentraciones
calculadas contra las nominales deben dar una pendiente unitaria y una ordenada
al origen igual a cero.

La linealidad también se demastré mediante una t de student probando que la
pendiente es diferente de cero, segun las siguientes hipdtesis:

Hq: B,=0
H,: f§,#0

La t se calculd a partir del error estandar de la estimacion (Sb,) que es una
medida de la variabilidad de cada observacion en torno a su media y de la
pendiente (b,) segun:

b1
fh-2=—-"

"~ Sbs
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Donde:

Sbhi=

y=Valor real de Y para cada observacion i

y=Valor estimado de Y para la observacion i

El intervalo de confianza para la pendiente esta dado por.

b, + Sb,t

y para la ordenada al origen:
b, Sbyt

Sho =

Precision,
« Precision del sistema: Se evalué la dispersion de 7 inyecciones del estandar.
« Precision del método: Para el primer método de extraccién se determiné en 8

preparaciones y el segundo método se verificd evaluando la dispersién de 10
preparaciones de la muestra. La evaluacién corresponde a todo el



—

procedimiento desde la preparacion de la muestra hasta la medicion del analito
por parte del instrumento.

Exactitud.

Se realizo todo el método desde la extraccion a una serie de muestras a las
cuales se les agregé una cantidad conocida de estandar. Debido a la
disponibilidad de esparteina y lupanina estos dos fueron los alcaloides que se
aRadieron en concentraciones de 30, 60, 500 y 1000pg de lupanina y 30.3, 60.6,
7569 y 15138ug de esparteina. Estos valores se determinaron por las
concentraciones de las soluciones de estos alcaloides que se encontraban
disponibles, considerando ademas el rango de linealidad. Se comprueba
estadisticamente mediante una t de student:

[100 — %Recuperacion]
Cc.V.

In

Si t, es menor que t, no existe diferencia significativa con el 100% de la

n-1=

recuperacién y la exactitud es apropiada. Ademas se verifica con 1a regresion de
la masa hallada vs la masa agregada considerando una buena exactitud cuando
los intervalos de confianza para la pendiente y Ja ordenada al origen contienen al
1 y al O respectivamente.

Sensibilidad.

e Limite de deteccion. Se considera cuando la sefal supere la relacién
sefaliruido en un factor de 2 6 3. A partir de la solucion de mas baja
eoncentracién de la curva patrdn (7.5ug/ml) se prepararon diluciones 1:10 y se
inyectaron obteniendo la relacién senal-ruido.

o Limite de cuantificacion. Debido a que en la curva de regresion se consideraron

bajas concentraciones se utiliza la concentracion mas baja a la cual los resultados

obtenidos siguen siendo confiabies.

Muestra.

Se hizo Ia extraccion por triplicado, siguiendo el metodo 2, de una muestra de L.
exaltatus (especie silvestre) para probar el método.
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Cuantificacion.

Se utilize el método de estandar interno agregando a cada solucion 200ug de
cafeina. Las muestras fueron inyectadas en un cromatografo de gases
Autosystem GC (Perkin Eimer) acoplado a un integrador electronico Personal
Integrator modelo 1022 (Perkin Eimer).

En el caso de los extractos a partir de las muestras la adicion de cafeina se hizo
después de redisolver y antes de filtrar, con io cual fue posible corregir también los
errores durante el proceso de filtracion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Deteccion de alcaloides con 7 reactivos diferentes.(Hultin, 1965)

Tabla 2. Deteccion de alcaloides en diferentes muestras

Muestra Colotin L. albus L. exaltatus
Fraccién Fraccién Fraccion

Reactivo A A B A B
Mayer ++ + + - ++ +
Wagner ++ ++ ++ - + +
Dragendorff ++ ++ ++ - ++ ++
Sonnenchein ++ ++ - -+ ++
Hager - - - - -
Scheibler ++ ++ - ++ ++
Ac. tungstosilicico ++ ++ ++ - ++ ++

Fraccion A: Extracto de cloroformo
Fraccién B; Extracto de la mezcla cloroformo-etanol
+ Reaccion positiva: selucién turbia
++ Reaccion positiva: clara formacion del precipitado
- Reaccién negativa

Antes de trabajar con las muestras fue necesario hacer la deteccion de alcaloides
y probar que estos se encontraban presentes. Para el colorin, el cual fue usado
como patrén positivo porque se sabe que contiene alcaloides, se obtuvieron
reacciones positivas en ambas fracciones Ay B excepto con el reactivo de Hager
que, como se menciond, no se considera debido a su baja sensibilidad. Las dos
muestras de lupinos presentaron alcaloides sin embargo se puede notar que en el
caso de la especie silvestre, Lupinus exaftatus, las dos fracciones dan reacciones
positivas mientras que la especie cultivada, Lupinus albus, solo da reacciones
positivas en la fraccién A por lo que todos los alcaloides fueron extraidos con el

cloroformo.
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Cromatografia de capa fina:

En la placa que cofresponde a I albus no se observo ninguna mancha. Mientras
que en L. exaltatus se lograron separar 3 alcaloides. Se observo la misma
separacién para las diferentes concentraciones a las cuales fueron aplicados y
<6lo se noto diferencia en el tamafo de las manchas.

Tabla 3. Valores de Rf en L. exaltatus

Mancha Rf
1 0.23
2 0.40
3 0.70

Una vez que se comprobo la presencia de alcaloides se hizo la cromatografia de
capa fina para observar la separacidn de los alcaloides a partir del extracto. Para
L. exalfatus se lograron separar los alcaloides pero no fue posible identificarios
debido a la falta de patrones. En el caso de L. albus el hecho de que no se haya
observado nada en la placa puede deberse a su bajo contenido de alcaloides.

A pesar de que los alcaloides no pudieron ser identificados, el desarrollo de esta
técnica permite tener una idea tanto de la concentracion como de la variedad de
alcaloides en cada muestra.
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Validacion del método.

Debido a que se trabaj¢ en el mismo cromatografo para probar los dos metodos
de extraccion sefalados en la metodologia, los datos de validacion del sistema no
cambian y sblo se presentan las diferencias en cuanto a la reproducibilidad entre

ambos métodos.

Selectividad.

Con las condiciones establecidas se lograron separar todos los estandares de los
alcaloides que se tenian y ademéas al probar con la variedad silvestre se
encontraron picos completamente separados.

A continuacion se encuentran los tiempos de retencion asi como los parametros
cromatograficos para cada alcaloide. :

Tabla 4. Parametros cromatograficos de los estandares

Alcaloide to(min) 1 t5'(min) K N H{mm}
Esparteina 7.6 6.2 44 6751 3.70
Cafeina (estandar interno) B2 6.8 49 29802 0.84
Citisina 14.9 13.5 9.6 11743 2.10
Lupanina 218 204 146 35935 0.70
3-Hidroxilupanina 249 235 16.8 126533 0.20
13-Hidroxilupanina 30.0 28.6 204 105186 0.24

t, =Tiempo de retencién absoiuto N =Numero de platos teoricos
t,’ =Tiempo de retencion relativo H =Altura equivalente de un plato tedrico

k' =Factor de capacidad

Como muestra la tabla 4 la mayor eficiencia, dada principalmente por la altura
equivalente de un plato tedrico, se encuentra en los Ultimos picos y se explica por
los tiempos de retencién mayores.
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Tabla 5. Parametros cromatograficos por pares de alcaloides™

Pares de alcaloides Resolucion | Selectividad
(R) (o)
Esparteina vs Cafeina 2.1 1.1
Cafeina vs Citisina 18.1 2.0
Citisina vs Lupanina 13.6 15
Lupanina vs 3-hidroxilupanina 8.4 1.2
3-hidroxilupanina vs 13-hidroxilupanina 16.7 1.2

“Pares establecidos por la localizacion contigua de sus picos en el cromatograma.

En el cromatograma de los estandares de alcaloides (Fig. 3) se puede observar la
selectividad de la columna y en consecuencia del metodo para cada uno de los
alcaloides estudiados. Segun la tabla 5 todas las resoluciones son mayores a 1.5
por lo que cada pico se separa completamente del siguiente. En algunos casos la
separacién entre un pico y otro es grande y el tiempo de analisis es largo pero se
debe considerar que los alcaloides generalmenie s encuentran en mezclas y que
estos tienen propiedades semejantes por lo que es posible que en las muestras
sean detectados otros alcaloides diferentes cuyas sefales se encuentren entre los
picos de los estandares utilizados.

En el cromatograma del extracto de soya unicamente se registré el pico
correspondiente al metanol. La falta de respuesta ante el extracto de soya,
leguminosa que no contiene alcaloides, comprueba que el método es especifico
para el analisis de alcaloides.
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Figura 3. Cromatograma de los estandares de alcaloides
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Linealidad

Debido a que se utilizé un estandar interno para la cuantificacion de las muestras,
la regresion se hace considerando la variable dependiente como la respuesta del
sistema que es igual a la relacion del area del pico de la esparteina sobre el area
del pico de la cafeina y la variable independiente como la relacion de la
concentracion de esparteina sobre la concentracion de cafeina.

Tabla 6. Resultados obtenidos de la inyeccion por triplicado
de 75.7 a 1211.2 pg de esparteina (Curva 1)

ug [espareina) Areas Relacion de FR
esparteina [cafeina] Esparteina | Cafeina areas

269786 479646 0.5625 1.4860

75.7 0.379 298567 521383 0.5746 1.5180
266483 477850 0.5577 1.4734

472619 408117 1.1580 1.5298

151.4 0.757 468882 396926 1.1813 1.5605
486977 405160 1.2019 1.5878

1194999 503283 2.3744 1.5683

302.8 1.514 1157812 486294 2.3809 1.5726
1040825 444646 2.3408 1.5461

2990535 461188 6.4844 1.7132

757.0 3.785 3022203 458113 6.5971 1.7430
2921969 445268 6.5623 1.7338

5160760 629943 8.1924 1.8037

908.4 4,542 4876261 597122 8.1863 1.7979
5001239 614208 8.1426 1.7927

5014267 487894 10.2774 1.6971

1211.2 6.056 4200849 413321 10.1636 1.6783
5091677 493210 10.3235 1.7047

“Todas las soluciones contenian 200ug de cafeina
FR = factor de respuesta = Relacion de areas / Relacion de concentraciones

Tabla 7. Variabilidad de las inyecciones de la Curva 1

ng Promedio o CVv.
esparteina FR
75.7 1.4925 0.0230 1.54
151.4 1.5593 0.0290 1.86
302.8 1.5623 0.0142 0.91
757.0 1.7300 0.0152 0.88
908.4 1.7981 0.0055 0.31
1211.2 1.6933 0.0136 0.80

C V. —coeficiente de variacion = o/promedio x 100



Tabla 8. Resultados obtenidos de la inyeccion por triplicado
de 3000 a 27000 pg de esparteina (Curva 2)

ng [espareina) / Areas Relacion de FR
esparieina [cafeina] Esparteina | Cafeina areas
8330710 273342 30.4772 2.0133
30276 15.138 8348895 274225 30.4454 2.0112
8926662 290962 30.6798 2.0267
15355540 295309 51.9982 1.7175
6055.2 30.276 15359632 292784 52.4606 1.7327
14970200 290843 51.4718 1.7001
23442488 206327 113.6181 2.5018
9082.8 45414 23700898 207282 114.3375 25177
22577436 201339 112.1364 2.4692
30542914 209408 145.8536 2.4087
12110.4 60.552 30658248 204518 149.8049 2.4756
28555076 191629 149.0123 2.46809
35966328 201615 178.3911 2.3569
15138.0 75.69 38261856 215624 177.4471 2.3444
36951956 208119 177.5521 2.3458
48445484 219011 221.2011 2.4354
18165.6 90.828 49479692 223261 221.6226 2.4400
55857888 251355 222.2271 2.4467
56732392 226241 250,7609 2.3664
21193.2 105.966 55091408 214754 256.5326 2.4209
53527564 210080 254.7840 2.4044
60820044 194075 313.3842 2.3002
27248.4 136.242 68414648 216572 315.8979 2.3187
70168400 219210 320.0067 2.3485

“Todas Ias soluciones contenian 200ug de cafeina
FR = factor de respuesta = Relacion de areas / Retacion de concentraciones

Tabla 9. Variabilidad de las inyecciones de la Curva 2

1] Promedio c CcV.
espareina FR
3027.6 2.0171 0.0084 042
6055.2 1.7168 0.0163 0.95
9082.8 2.4962 0.0247 0.99
121104 2.4484 0.0352 1.44
15138.0 2.3490 0.0068 0.29
18165.6 2.4407 0.0057 0.23
21183.2 2.3972 0.0279 1.17
27248.4 2.3228 0.0249 1.07

C.V. =coeficiente de variacion = o/promedio x 100
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Los coeficientes de variacién son pequefos en su mayoria menores o cercanos a
1a unidad por lo que se dice que la inyeccion es reproducible.

Tabla 10. Datos para las curvas de regresion respuesta vs concentracion

Estadistico Curva 1 Curva 2
bo (pendiente) -0.1333 -5.9293

b1 (ordenada) 1.7543 2.4308

n 18 24

Ty Yy 0.605 1565.630
X2 223.92 151932.45
(Zx ) 2610.95 2823468.58
Sxy 0.1945 8.44

Shi 0.0220 0.0456
tos 79.74 53.31
[t 1.7459 17171

Debido a que el coeficiente de correlacion (r) fue mayor de 0.99 y a que el valor
de t experimental fue mayor al de t de tablas se rechaza la hipotesis nula y sé
establece que existe una correlacion lineal entre la senal obtenida y la
concentracion.

Tabla 11. Datos estadisticos para probar el ajuste de la linealidad
con la regresion de los valores calculados vs los nominales

Estadistico Curva 1 Curva 2
he (pendiente) 0.012 1.2594

b1 (ordenada) 0.9975 0.9923

n 18 24

(y-y) 0.6038 1553.57
7 666.16 851743.42
(Ex,)? 7611.11 15541677.3
Sxy 0.1943 8 4034
Sb 0.0125 0.0186
Sho 0.076 35

L 1.7459 1.7171




Los intervalos de confianza son:

Curva 1

Pendiente (b.): ( 0.965, 1.030)
Ordenada al origen (by): (-0.184, 0.208)

Curva 2

Pendiente (b,): (0.946, 1.038)
Ordenada al origen (by): (-7.52, 10.04)

A partir de los resultados de las tablas 10 y 11 y siguiendo las formulas
presentadas en ila metodologia se calcularon los intervalos de confianza para
ambas curvas y se obtuvo que los intervalos de confianza para la pendiente
contienen al uno y los de la ordenada al origen contienen al cero comprobando asi
ta calidad del ajuste a la linealidad.

El método resulté lineal para esparteina desde 7.5 hasta 120 y de 300 a 2700
ng/ml, con los factores de respuesta de 1.75 y 2.43 para cada rangc de
concentraciones respectivamente.
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Precision.

Precision del sistema

Tabia 12. Areas de los estandares

inyeccion | Esparteina | Cafeina Citisina Lupanina | 3-Hidroxi | 13-Hidroxi
lupanina lupanina
1 690515 244120 619612 2948813 138221 162242
2 584481 207082 588045 2527575 123711 146096
3 587884 209090 569910 2516182 121251 142558
4 630693 210807 581730 2567613 121277 141936
5 673282 237018 714942 2965783 134531 157333
6 6546906 231718 685341 2830284 139470 165885
7 698262 243270 633076 2970652 140683 179241
Tabla 13. Relacion de areas (area alcaloide / area cafeina)
Inyeccion| Esparteina | Cafeina Citisina Lupanina | 3-Hidroxi | 13-Hidroxi
lupanina lupanina
1 2.8286 1.0000 2.5381 12.0794 0.5662 0.6646
2 2.8225 1.0000 2.8928 12.2057 0.5974 0.7055
3 2.8116 1.0000 2.7257 12.0340 0.5799 0.6818
4 3.0345 1.0000 2.7595 12.1799 0.5753 0.6733
5 2.84086 1.0000 3.0164 12.5129 0.5676 0.6638
6 2.7918 1.0000 2.9577 12.2145 0.6019 0.7159
7 2.8703 1.0000 2.6024 12.2113 0.5783 0.7368

Tabla 14, Datos estadisticos de la reproducibilidad de las inyecciones

Esparteina [ Citisina | Lupanina | 3-Hidroxi 13-Hidroxi
lupanina lupanina

o 0.081% 0.1796 0.1531 0.0138 0.0282

Promedio 2.8571 2.7847| 12.2054 0.5809 0.6917

C.V. 2.87 6.45 1.25 2.38 407

Concentracion (mg) 0.1514 0.1000 0.6840 0.0424 0.0430

Concentracion relativa” 1.4890 0.9901 8.7723 0.4198 0.4257
Factor de respuesta 1.9060| 2.8125| 1.8023| 1.3838 1.6246 |

“Concentrtacion relativa = Concentracién del estandar / Concentracion de cafeina
Concentracién de cafeina = 0.1010mg
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En la tabla 14 se encuentran los coeficientes de variacion (C.V.) para cada
alcaloide en la mezcla, los cuales son menores de 4% a excepcion de la citisina,
las diferencias que se presentan son debidas a la sensibilidad del detector distinta
ante cada uno de los estandares, asi se obtiene una aita reproducibilidad para
lupanina con un coeficiente de variacion de 1.25 y ta mas baja reproducibilidad
para citisina con 6.45, para la cual se observa desde los parametros
cromatograficos una baja eficiencia en comparacion con los demas estandares.

Precision del método.

Tabla 15. Cantidad de lupanina encontrada en 8 extractos de L. albus
segln e! método 1

No. Peso g por inyeccion ng ug’/g ug’/g
muestra 1 2 3 promedio | muestra MS*
i 1.0012 2.76 2.80 2.69 275 2.747 2.923
2 1.0376 29.79 30.15 3135 30.43 29.327 31.208
3 1.0259 27.46 2414 2341 25.00 24.372 25.933
4 1.0044 34.86 30.99 30.79 32.21 32.072 34.127
5 0.5006 0.00 0.00 0.00 0.00 0.000 0.000
6 0.4999 14.13 13.35 15.44 14.31 28 619 30.452
7 0.4652 9.40 9.63 9.51 9.51 20.450 21.760
8 0.4726 9.20 0.82 8.95 9.32 19.728 20.991

*MS = muestra seca, considerando que la semilla contiene 8.02% de humedad.

De todas las extracciones se obtiene:
Promedio = 20.924
c=12.090
C.V.=57.78
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Tabla 16. Cantidad de lupanina encontrada en 10 extractos de L. albus
segun el método 2

No. Peso g por inyeccion ug Ha/ga Hg'’g
muestra 1 2 3 promedio | muestra MS*
1 0.5038 36.241 36.661 36.066 36.323 72.097 76.716
2 0.5008 35.882 35.575 35.826 35.761 71.408 75.982
3 0.5089 36.605 36.103 36.410 36.373 71.473 76.051
4 0.5059 33.694 34.053 34.249 33.099 67.204 71.509
5 0.5045 33.406 34,052 33.766 33.741 66.881 71.165
8 0.5035 34.516 34.748 34471 34.578 68.676 73.075
7 0.5003 35.076 35.024 34174 34758 60.474 73.925
8 0.5059 32.376 32.516 32.174 32.355 63.956 68.053
9 0.5076 35.687 35.392 36.073 35.717 70.365 74.872
10 0.5066 35.593 36.142 35.313 35.683 70.436 74.947

*MS = muestra seca, considerando gue la semilla contiene 6.02% de humedad.

De todas ias extracciones se obtiene;
Promedio = 73.630
o = 2.550
CV. =346

El método uno resulto no reproducible con un coeficiente de variacion muy alto
mientras que el segundo meétodo resultdo reproducible con un coeficiente de
variacion aceptable menor del 5%. Las posibles causas que hacen mas variable al
primer métedo es el mayor manejo de la muestra a través de las diferentes
extracciones y su disolucién final a 1ml. El segundo método presenta las ventajas
de ser mas sencillo, utilizar menor cantidad de disolventes y menor cantidad de
muestra, ademas debido a que Ia extraccion se hace con la solucién acuosa del
acido tricloroacético no se extraen otros compuestos como los que pueden ser
extraidos con la mezcla etanol-agua, como es el caso de los lipidos.
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Tabia 17. Recuperacion de la lupanina adicionada a una muestra de L. albus.

ug Peso ug en| pg totales Hg % Promedio
agregados. | muestra| muestra hallados* | recuperado
0.5050| 34.944), 64944 69.885 107.61 96.30
30| 0.50209| 34.799| 64.799 58.437 90.18
0.5054| 34.972| 64.972 59.199 91.11
0.5001] 34.605| 94.605 102.625 108.48 101.30
60| 0.5010| 34.668| 04668 88.948 93.96
0.5016| 34.709] 94.709 96.093 101.46
0.5069| 35.076| 535.076 549096 102.62 100.41
500| 0.5009| 34.661| 534.661 494713 92.53
0.5071| 35.090] 535.090 567.593 106.07
0.5022| 34.751| 1034.751 988.319 95.51 100.47
1000| 0.5012] 34.682| 1034.682| 1070.292 103.44
0.5045| 34.910| 1034.910]| 1060.448 102.47

*Promedio de ta inyeccidn por triplicado
De los extractos recuperados a las diferentes concentraciones:

Promedio = 99.62
CV.=226

Tabla 18. Recuperacién de la esparteina adicionada a una muestra de L. albus.

png| pg hallados® % Promedio
agregados. Recuperacion

29.156 96.22 90.07
303 26.275 86.72
26.445 87.28

66.382 109.54 98.94
60.6 56.991 94.04
56.505 93.24

6734.235 88.97 93.07
7569 7334.085 96.90
7066.212 93.36

12982.230 85.76 84.14
15138 12535.446 82.81
12692.862 B3.85

De los extractos recuperados a las diferentes concentraciones:
Promedio = 91.56
CV.=86.73
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Para la lupanina como para la esparteina se obtuvo una recuperacion mayor del
90%, sin embargo la variacién durante el proceso fue mayor para ta esparteina, al
igual que en el caso de la reproducibilidad de estandares esto se debe al
comportamiento de cada alcaloide ya gue los resultados obtenidos para lupanina
fueron mas precisos y a la muestra se habian agregado los dos alcaloides, por lo
que el proceso de recuperacion fue el mismo para ambos.

Tabla 19. Datos para ta comprobacion estadistica de la exactitud

Lupanina| Esparteina
Promedio 99.62 91.555
C.V. 2.26 6.73
n 4 4
1. 0.336 2.51

toars = 4.5407

En el caso de la prueba de la t de student se obtuvo que para la lupanina no
existe diferencia con el 100% de la recuperacion a un nivel de significancia de
0.05 mientras que para la esparteina la exactitud es apropiada si se considera un
0.01 como nive! de significancia, niveles a los cuales la t calculada es menor que
la t de tablas.

Tabla 20. Datos para e! analisis de la regresion masa hallada vs masa agregada

Lupanina| Esparteina
be(pendiente) -1.051 127.962
bs{ordenada) 1.0059 0.8491
n 4 4
Y-y 4916.2| 330312.96
X2 1370107.6| 286453385
(Zx) 2990440.0] 519744244
Sxy 49,58 406.39
Shi 0.063 0.0325
Sho 36.87 274.89
| 2.9200 6.9646
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Intervalos de confianza

Lupanina
Pendiente: (0.822, 1.190)
Ordenada al origen: {(-108.7, 106.6)

Esparteina
Pendiente: {(0.623, 1.075)
Ordenada al origen: (-1786.5, 2042.5)

Al hacer la regresién de la masa hallada vs la masa agregada se comprueba que
el método es exacto de 30 a 1000ug para lupanina (con un nivel de significancia
de 0.05) y de 30.3 a 15138pg para esparteina {con un nivel de significancia del
0.01) al obtener que los intervalos de confianza de la pendiente y de la ordenada

al origen contienen al 1y al 0 respectivamente.
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Sensibilidad.

Limite de deteccion:

En la figura 7 se muestran los picos de esparteina (1) y cafeina (2) amplificados,
junto con la sefial de fondo o ruido (pico 3) la cual presenta una altura maxima de
0.07mV.

Tabla 21. Limites de deteccion

Concentracion | Altura Relacién
(ng/mi) (mV) | sefal/ruido
Esparteina 0.075 0.14 2.0
Cafeina 0.200 0.20 29

Por lo tanto se considera 0.2ug/m! como la concentracion minima a la cual puede
ser detectado un compuesto, en las condiciones establecidas, sin poder
cuantificarlo.

El limite de deteccion establecido (0.2pg/mf) se encuentra dentro del rango
aceptado generalmente: relacion sefalfruido de 2 a 3. se consideré la
concentracion de cafeina debido a que con la esparteina la relacion sefalfruido se
encuentra en el limite inferior de! rango y usando la concentracion mayor se
asegura que la sefial corresponde al analito y no es una senal de ruido.

Limite de cuantificacién:

El limite de cuantificacién tomando esparteina como referencia es iguai a
7.6pg/ml, concentracion a la cual los resultados son reproducibles y se
encuentran dentro del rango de linealidad para el sistema.

Debido a que para la lineafidad la concentracidn mas diluida (7.6ug/ml) se
encuentra por debajo del rango de trabajo esperado y los resultados gbtenidos
fueron precisos se considero este el limite de cuantificacion,
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Muestra.

Tabta 22. Microgramos obtenidos para los alcaloides desconocidos de L. exaltatus
considerando un factor de respuesta igual a 1

Tiempos de retencion de los picos desconocidos

Extracto 17.2 19.4 19.8 224 24
3802.176| 779.105| 687.374| 533.506| 830.713
1 3994 896| 798.679| 760.889| 546.782| 906.156
3008.046| 780.647| 678.534| 534.151| 817.619
4149274| B841.829| 767.019) 570.872| 847.998
2 4296202| 848.049| 817.832| 577.957| 954.607
4217.504| 828.797| 759.651| 565.615| 860.936
4007.143] 812.088| 734.242| 554.579| 846.203
3 4116.637| B813.750| 710.896; 554.401| 843.776
4023.971| 792.032| 730.533] 540.165] 862434

Tabla 23. Microgramos de esparteina, lupanina y 3-hidroxilupanina en L. exaftatus

Extracto Esparteina Lupanina 3-Higdroxilupanina
31.542 2248.613 710.677
1 34.504 2309.534 687.226
33764 2257.781 791.119
21.487 2331.795 808.830
2 18.787 2429.739 652.611
19.241 2383.216 657.026
19.562 2347.360 818.513
3 20.144 2347998 808.497
19.429 2287.270 704.812

Tabla 24. Microgramos por gramo de muestra para los desconocidos

Extracto Peso 17.2 19.4 19.8 224 24
muestra

1 0.5004 | 7857.126 | 1571.031 | 1416.731 | 1075.432 | 1701.631
2 05081 | 8307.405 | 1652.939 | 1538.084 | 1124.742 | 1747.386
3 0.5006 | 8148.722 | 1610.581 | 1448.709 | 1098.112 | 1699.569

Promedio - 8104.418 | 1611.517 | 1467.842 | 1099.428 | 1716.195

Por gramo de muestra seca”
Promedio | [8526.478 | 1695.441 | 1544 284 | 1156685 | 1805.571

L. exaltatus contiene 4.95% de humedad
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Tabia 25. Microgramos de esparteina, lupanina y 3-hidroxilupanina
por gramo de muestra

Extracto | Peso muestra Esparteina Lupanina 3-Hidroxilupanina
1 0.5004 66.487 4540.320 1458.181
2 0.5081 39.044 4687.233 1389.797
3 0.5006 39.376 4649.506 1552.685
Promedio - 48.302 4625.686 1466.888
Por gramo de muestra seca
Promedio | [ 50818 | 4866582 | 1543.280

La suma de los supuestos alcaloides desconocidos y de los conocidos es igual a
21,189 ug, de manera gue e! contenido de alcaloides es de 2.12%.

Con el cromatograma del extracto de la muestra silvestre, el cual presenta picos
bien definidos, se prueba que el método es Util también para especies gue por su
origen se puede predecir que son amargas, es decir, que tienen un alto contenido
de alcaloides. Aunque en esta muestra se encontraron cantidades apreciables de
jupanina y 3-hidroxilupanina la cuantificacion de los otros compuestos sélo puede
ser estimada a partir de la suposicion de que Sus factores de respuesta son
iguales a 1, teniendo en cuenta que ademas estos picos deberan ser identificados
ya que se tiene que comprobar que todos sean alcaloides. Con base en las
consideraciones anteriores se obtiene un 2% de alcaloides en la muestra, valor
que coincide con los vaiores encontrados generalmente en especies silvestres:
entre el 1y el 2%.
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V. CONCLUSIONES.

At

A\

A4

El método desarrollado es lineal para concentraciones de 7.5
hasta 2700 pg/ml.

Es reproducible tanto para el sistema cromatografico como
para el método de extraccion de los alcaloides.

Es exacto para lupanina de 30 a 1000ug y para esparteina
de 30.3 a 15138ug.

% Con este método pueden ser detectadas concentraciones de

alcaloides individuales de 0.2pg/ml y pueden cuantificarse
confiablemente concentraciones de alcaloides individuales
de 7.6pg/mi.

% El meétodo es lineal, reproducible vy exacto para las

concentraciones esperadas de trabajo al analizar alcaloides
en lupinos.

Puede ser utilizado este método para analizar tanto especies
de lupinos dulces con bajos contenidos de alcaloides como
especies amargas con concentraciones elevadas de
alcaloides.
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V1. APENDICE.

Para la deteccién de alcaloides se siguio el método de Huitin (1965) que se basa
en la precipitacién de fos alcaloides con siete reactivos.

El extracto de alcaloides se obtuvo como se explicé en la metodologia y fue
ensayado con los siete reactivos, preparados de la siguiente forma:

1) Reactivo de Mayer: Se disolvieron 1.36g de HgCl, en 60ml de agua y 5g de Kl
en 10ml de agua, se juntaron las dos soluciones y se aforaron a 100mi. Solo se
afiadieron unas gotas ya que los alcaloides son solubles en exceso de reactivo.

2) Reactivo de Wagner: 1.27g de yodo (resublimado) y 2g de Kl se disolvieron en
20ml de agua y se aforaron a 100ml.

3) Reactivo de Dragendorff: Se disolvieron 8g de Nitrato de bismuto
pentahidratado en 20ml de HNOQ, al 30% y 27.2g de K! en 50m! de agua, se€
mezclaron las dos soluciones y se dejo reposar 24h, se decantd la solucion y
aford a 100ml.

4) Reactivo de Sonnenchein: Se disolvieron 43g de molibdato de amonio en
100mi de agua y 10g de fosfato de sodio dibasico anhidro en 100mi de agua,
ambas soluciones se calentaron y se mezclaron, después se anadieron 10ml
de HNO,conc. Después de reposar ih se desecho el sobrenadante y el
precipitado se suspendi¢ en 50ml de agua y se calento, a la suspension
caliente se adiciond 100m! de la solucien de carbonato de sodio anhidro
caliente (28g9/100mi), se evapord esta solucidén clara en una capsula a
sequedad, se flameo la supertficie del polvo con un mechero hasta que se
encendio con el fin de evaporar las sales de amonio. Se pesaron 30g del polvo
y se disolvieron en 200ml de agua caliente, fue calentada y adicionada de 50ml
de HNO, conc. Se aforé a 300ml.

5) Reactivo de Hager: Se disolvieron 2g de acido picrico en 100m! de agua.

6) Reactivo de Scheibler: En 50ml de agua fueron disueltes 10g de tungstato de
sodio y 7g de fosfato disodico, esta solucion se aciduto con HNO;.

7) Reactivo de acido silicotungsténico: Se disolvieron 5g del ac. silicotungsténico
en el H,50, 6N necesario para formar 100mi de solucion.
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