f’.‘in % ¥ UNIVERSIDAD NACIONAL
“‘N y j‘z W AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

LX,,

“DETERMINACION INDIRECTA DE NICOTINA Y DE ATROPINA
POR ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA™

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO B8IOLOGO
P R E S E N T A
HERIBERTO SANCHEZ JIMENEZ

ASESOR: DR. JOSE LUIS JURADO BAIZAVAL

CUAUTITLAN IZCALLL, EDO. DE MEX. 1993

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

1. INTRODUCCION.
1.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

1.2. INSTRUMENTACION PARA E£SPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA.

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.
1.2.5.
1.2.6.

SISTEMA DE UN SOLO HAZ CONTINUO.

SISTEMA DE UN SOLO HAZ INTERMITENTE.
SISTEMA DE DOBLE HAZ DE CORRIENTE ALTERNA.
LAMPARAS.

NEBULIZADOR.

QUEMADORES.

1.3. EXTRACCION LIQUIDO - LIQUIDO.

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.3.4.
1.3.4.

FASE ORGANICA INMISCIBLE.

FASE ACUOSA.

CONDICIONES TECNICAS.
DISOLVENTES.

EXTRACCION DE DIVERSAS ESPECIES.

1.4. DETERMINACIONES INDIRECTAS POR E.A.A.

1.5. CARACTERISITCAS DE LOS ALCALOIDES £N ESTUDIO.

1.5.1.
1.5.2.

NICOTINA. .
TECNICAS PARA LA DETERMINACICGN DE NICOTINA.

(1)

(S WL WwNN

(- I -~ B A -

10

12

12
13



1.5.3.

ATROPINA. -

1.5.4. TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE ATROPINA.

2. OBJETIVOS.

3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. APARATOS Y REACTIVOS.

3.2. PREPARACION Y VALORACION DE DISOLUCIONES.

3.2.1.
3.2.2.

DISOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE NICOTINA.
DISOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE ATROPINA.

3.3. METODOLOGIA.

3.3.1.

3.3.1.1.

3.3.1.2,

3.3.1.3,

3.3.2.

3.3.2.3.

3.3.2.2.

3.3.2.3.
3.3.2.4.

DETERMINACION DE NICOTINA.

Extracecién de nicotina.

valoracién de nicotina.

Determinacién de nicotina por espectrofotome-
tria de absorcion atémica.

DETERMINACION DE ATROPINA.

Determinacién de atropina por espectrofotome-
tria de absorcién atémica.

Estudio de las condiciones 6ptimas para la
extraccién de atropina.

Curva de calibracién de atropina con cobalto.
Determinaci6én de sulfato de atropina por
espectrofotometria visible ultravieoleta.

(1)

14
15

17

18

“1g7

19

19

5

23
23

23
23

24

27

27

28
29

30



4, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS,

4.1. DETERMINACION DE NICOTINA.

4.1.1. VALORACION POTENCIOMETRICA.

4.1.1.1. Determinacién de la cantidad mInima detectable, -

4.1.1.2, Determinacién del por ciento en peso para
diferentes tipos de tabaco.

. DETERMINACION POR ABSORCION ATOMICA.
1 Determinacién con cobre.
.2. Determinacién con zinc.

4.2, DETERMINACION DE ATROPINA.

4.2.1, DETERMINACION POR ESPECTROFOTOMETRIA
VISIBLE-ULTRAVIOLETA.
4.2.2. DETERMINACION POR ABSORCION ATOMICA.
4.2.2.1. Influencia de los factores que afectan
en la extraccién.
4.2.2.2. CcCondiciones experimentales optimas.
4.2.2.3. Curva de calibracién de atropina con cobalto.

4.3. RESUMEN DE RESULTADOS.
4.3.2. DETERMINACION DE NICOTINA.
4.3.2, DETERMINACION DE ATROPINA.

5. CONCLUSIONES.

5.1. NICOTINA.
5.2. ATROPINA.

€. FIGURAS.

7. BIBLIOGRAFIA.

(iit)

‘31
‘31

31
32

‘34‘»

34

4
37

40

40

41

41

45

45

47

47

48

49

49
50

51

59



1" INTRODUCCION.

1.1. ESPECTROFCTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

La Espectrofemetria de Absorcién Atémica (E.A.A.). Es un método
para la deteccién y cuantificacién particularmente de elementos
metélicos.

Para determinar un elemento por absorcién atdmica, se debe vapo-
rizar y reducir a su estado atémico. Un rayo luminoso de longitudes de
onda caracteristicas es emitido por una lampara especial, y dirigido a
través del eje longitudinal de una flama hacia un monocromador. Al
mismo tiempo la disolucién de la muestra, dispersa en forma de niebla,
pasa a la flama donde el vapor de la sal se disocia produciendo lcs
dtomos del elemento en estudio, los cuales absorben parte de la lu:z
emitida por la l&mpara, Esta absorcién se mide y se relaciena con la
concentracidn del elemento.

cada elemento absorbe luz a longitudes de onda caracteristicas
que se pueden utilizar para su ldentificacién y cuantificacién. Estas
longitudes de onda caracteristicas se conocen como lineas de resonan=
cia del elemento, pues son las capaces de excitar el &atomo.

La cantidad de radiacién absorbida por &itomos neutros en su es-
tado basal siguen la ley de Beer. Como el coeficiente de absortividad
(E) v la longitud de la celda (b) en este caso la flama son constan-—
tes, la absorbancia (A) es directamente proporcional a la concentra-
cién (C):

A= CEHDb

Los gases en la flama seon considerados como un medio gue contie-
ne atémos libres y no excitados y que son capaces de absorber radia-
cién de una fuente externa. Si la radiacién corresponde a la energia
requerida para dar lugar a una transicién del elemento en estudio,
éste pasard de un estado electrénico normal basal a un estado de mayor
excitacién.

La radiacisn que no es absorbida pasa entonces a través del
monocromador que separa la linea espectral axcitada de la fuente de



luz y es enviada hacia el fotodetector.

La absorcién de radiaci6n de la fuente de 1luz depende de 1la
poblacién de atémos en el estade basal y la cual va a ser proporcio-
nal a la concentracidén de la soluciédn problema, rociada en la flama.

La absorcién se mide por medio de la diferencia entre las sefia-
les trasmitidas en presencia y ausencia del elemento analizado.

La ley de Beer sélo se aplica a radiacién monocromatica, ningtn
monocromador ordinarioc puede dar una banda de radiacién tan estrecha
como el ancho de pice que se requlere para una linea de absorcién
atémica. Este problema se supera usando una fuente de radiacién que
emita una linea de resonancia de la misma longitud de onda que la que
se emplea para el anilisis.

La principal desventaja de la técnica es 1la necesidad de una
fuente de radiacién distinta para cada elemento que se analiza. Para
evitar esto se puede usar una fuente de radiacién continua con un
monocromador de muy alta resolucién, no obstante, es mas conveniente
usar lamparas individuales.

1.2. INSTRUMENTACION PARA ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
1.2.1. SISTEMA DE UN SOLO HAZ CONTIRUO.

La radiaci6n que proviene de la flama y de la fuente (lampara)
es continua y genera una corriente directa en el detector. Esta
radiacién proveniente del cédtodo hueco pasa a través de la flama y la
linea de resonancia de interés se separa en el monocromador y pasa al
detector.

Este sistema presenta la desventaja de tener interferencias
producidas por la flama Yy las variaciones de intensidad de la fuente
de radiaci6én las cuales no se pueden eliminar fdcilmente.

1.2.2. SISTEMA DE UN SOLO HAZ INTERMITENTE.
La luz de la fuente se hace intermitente por medio de un

obturador giratorio (la luz de la flama permanece sin alterarse)
y se produce una corriente alterna en el detector que proviene de 1la



fuente de radiacién. Con esto se eliminan las interferencias produci-
das por la flama.

Este sistema presenta el inconveniente de tener una variacién en
la intensidad de 1la radiacién por variaciones normales en 1la
temperatura de la limpara durante el analisis

1.2.3. SISTEMA DE DOBLE HAZ DE CORRIENTE ALTERNA.

Aqui el obturador giratorio es un disco que contiene sectores
reflejantes, 1lo cuidl rompe la continuidad del haz luminose
proveniente de la limpara, produciendo dos rayos intermitentes o
pulsantes, uno sirve de referencia y el otro atravieza la flama donde
se lleva a cabo la absorcién, dando origen a una sefal en el detector
producida por la relacién de dos rayos intermitentes.

Con esto se evitan las interferencias producidas por la
radiacién continua de la flama o de las variaciones provenientes de
la fuente.

1.2.4. LAMPARAS.
1.2.4.1. Lampara de cétodo hueco.

Es la mAs comunmente usada en absorcisén atémica. Tanto e&todo
nuece como a&nodo se encuentran montades en el interior de un bulbo de
vidrio. El cAtodo esta formado por el elemento en estudio o por una
aleacién de éste, el &nodo es de tungsteno, niquel o zirconio, elemen~
tos reductores que evitan la oxidacién del catodo alargando la vida de
la léampara.

La ventana, puede ser de vidrio o silice fundida, depende de la
longitud de onda de la radiacién con la gue se va a trabajar, el bulbo
contiene argén o nedn a baja presién, estos gases emiten espectros de
lineas muy finas.

1.2.4.2. Lampara de descarga sin electrodo.

En aste tipo de 1l&mparas se hace incidir una radjacién de
frecuencia adecuada 4que excita al elemento de interés., La diferencia



operacional de &stas con respecto a las de cdtodo hueco, es que en las
primeras se regula la potencia de la radiacién aplicada y en las
segundas se regula la intensidad de corriente entrae dnodo y cAtodo
hueco,

Estas lamparas han revestidc una gran importancia, puesto que se
les ha podido construir para elementos que no se pueden analizar con
las de cAtodo hueco, tal es el caso del fésforo.

1.2.5. NEBULIZADOR.

El propésito del nebulizador o atomizador es el de introducir la
muestra a la flama a una velocidad constante y convertida en una fina
niebla de tamafic de gota uniforme.

Este dispositivo debe ser f&cil de limpiar, resistente a la
corrosién y de ajuste sencillo. Dependiendo de la regién éptima de la
flama gue se vaya a usar, el ajuste adecuado del nebulizador varia
para diferentes elementos, por lo que es aconsejable efectuar éste
ajuste para cada elemento que se v& analizar,

1.2.6. QUEMADORES.

1,2.6.1. Da consumo total, flujo turbulanto o inyeccién directa.

En estos gquemadores, la muestra es aspirada por una boquilla de
venturi y dirigida directamente sobre la flama, donde se consume en su
totalidad. El1 tamafio de gota no es uniforme; su dismetro promedio es
de 20 um. Las gotas mis grandes pasan a través de la flama sin ser
evaporadas por completo, le cual da lugar a intereferencias quimicas
(teniéndose una eficiencia muy pobre).

1.2.6.2. Quemador de premezclado o flujo laminar.

En este quemador, la muestra se mezcla con el combustible y el
oxidante (en una c&mara de mezclado antes de ser gquemado), el tamafio
promedio de las gotas as de 10 um.

Con este guemador existe el peligro de explosién en la cémara.
Esto se evita usando un gquemador de ranuras angostas, 0.3 mm para



aire-acetileno-éxido nitroso y de 0.5 mm para aire-acetileno.
Los productos de combustidn y el calor son extralidos por una
campana sobre el quemador.

1.3, EXTRACCION LIQUIDO - LIQUIDO.

tn proceso de distribucién 1liquido-liquide, Se basa en la
transferencia de una o wmids sustanclas entre dos fases liquidas
inmiscibles puestas en contacto. También se le denomina como
particién liquido-liguido.

El fundamento de la técnica es la diferencia de sgolubilidad de
los solutos entre dos fases y las fuerzas puestas en juego se basan
en procesos de particién, los cuales comprenden equilibrios de dis-
tribucién a los que se pueden aplicar relaclones termodinamicas. En
cuanto a modo operatorio se pueden desarrollar mediante las
técnicas simple y continua & repetitiva.

TABLA 1. ASPECTOS GENERALES DE LA EXTRACION LIOUIDO-IQUIDO,

1. Fase organica inmiscible:
- Extractante. - Stripping. « Diluyente.
~ Scrubbing. - Modificador.

2. Fase acuosa:
= Composicidn. - pH.
- Presencia de ligandecs enmascarantes,
- Presencia de agentes enmascarantes.

3. Condiciones técnicas:
- Relacibén de fases. - Agitacién
- Separacién de fases. (Duracién e intensidad).
- Temperatura.




1.3.1. FASE ORGANICA INMISCIBLE.

a) Extractante.

De acuerdo con la nomenclatura de la IUPAC. Normalmente se trata
de un liguido organico inmiscible con el agua gue tiene carscter no
disociante e inerte (que no realiza solv6lisis). En &1 ge disuelven
facilmente sustancias orginicas no ionizadas, especies inorginicas
neutras, pares if6nicos, quelatos metdlices etc.

El agente extractante es la sustancia activa de la fase orgénica
responsable de la transferencia del soluto de la fase acuosa. Realiza
la formacién del quelato, la solvatacién y la formacién de aductos
para la extraccién. Si la fase orgénica tiene una sola composicién el
disolvente inmiscible es quién realiza todo lo anterior.

b) Diluyente.

Ligquido orgdnico inmiscible que contiene el agente extractante y
que generalmente tiene papel inerte en la extraccién, mejora las
propiedades extractivas (selectividad); los hidrocarburcs alif&ticos
y aromdticos se usan mucho con estos fines.

c) Modificador.
sustancia disuelta en la fase orgdnica gue mejora sus
propledades:
- Mejora solubilidad del agente extractante.
- Mejora propiedades interfaclales (Agentes surfactantes).
~ Ejerce efecto sinergé&tico en la extraccién.

d) Stripping (reextraccién).

Consiste en realizar una nueva distribucién entre el extracto ¥y
una nueva fase acuosa de tal manera que la sustancia de interés pase
a ésta.

e) Scrubbing (lavado). .

Limpieza en un proceso de extraccién entre el extracto o
re-extracto y una nueva fase acuosa U orginica, permitiendo ageparar
las impurezas que acompafian a la Bustancia de interés,



1.3.2. FASE ACUOSA.

a) Composicién.

Adends del soluto o mezcla de solutos a separar, contiene acidos
o bases inorganicas, a veces, sustancias orginicas gue proceden de:

I, Tratamiento previo, al cual ha sido sometida la muestra
(generalmente en la disclucién). Por lo tanto deben de conocerse las
operaciones realizadas y tipo de muestra.

II. Adicién de sustancias para favorecer la extracecién de un
determinado soluto o para impedir la extraccibn de otros.

b) pH.

El pH de la disolucién acuosa es muy importante, por lo que debe
especificarse. En caso de zona de gran acidez o gran basicidad, es
preciso fijar su concentracién usando generalmente un 4cido © base
fuertes (HCL 6 NaOH). El1 pH es de especial Ilmportancia en la
extraccién de guelatos metdlicos.

¢) Ligandos.

Los ligandos presentes pueden ser agentes complejantes o enmas-
carantes, su concentracién debe fijarse con exactitud. Debe tenerse en
cuenta la formacién de complejos con ligandos que se introducen a 1la
muestra y cuya presencia es decisiva en el proceso de separaci6n de
cationes y aniones.

d) Agentes salinos.

Son compuestos totalmente disoclados cuyo objetive es el de
estabilizar las especies neutras en solucién acuosa. Se recomlienda el
uso de sales como; KC1, x01o‘, NaClo‘ Yy KNO,.

1.3.3. CONDICIONES TECNICAS.

a} Agitacién.

La agitacién aumenta la interfase durante la separaciédn, su
duracién puede variar entre amplios limites. Generalmenta, sa
consideran 30 segqundos como un tiempo adecuado para conseguir un
equilibrio de distribucién.



b) Separacién de fases.

Debe evitarse la formacién de emulsiones que hace tediosa 1la
separacién. Una técnica de extraccién es recomendable cuando en menos
de 1 & 2 minutos se logra la interfase plana y definida entre las
fases.

©¢) Temperatura.

Es un factor a considerarse, aunque las técnicas de extraccién ne
se modifican sustancialmente entre 18 y 38° €., margen normal de
temperatura ambiente en un laboratorio.

1.3.4. DISOLVENTES.

Caracteristicas de un disclvente orgédnico para su empleo en un
proceso de extraccién liguido-liquido:
o) Baja solubilidad y reactividad con el agua.

b) Punto de ebullicién no debe ser excesivamente bajo,

¢} Moderada presién de vapor y viscosidad.

d) Densidad adecuada para originar correcta separacién de
fases.

e} Baja tendencia a formar emulsiones y alta estabilidad
quimica.

1.3.4, EXTRACCION DE DIVERSAS ESPECIES.
1.3.4.1. Quelatos metdlicos.

Los métodos de separacién basados en técnicas de extraccién de
guelatos metdlicos constituyen un amplio campo en 1a Quimica
Andlitica, pues proporcionan la posibilidad de llevar a cabo gepara-
ciones extremadamente selectivas.

Los gquelatos neutros (MLJ son aquéllos cocmplejos en los dque
las cargas del ion metilico se compensan con las del ligando.
Normalmente estos quelatos son insolubles en agua Yy solubles en
disolventes orgénicos inmiscibles en.é&sta.

La cuantitatividad de la extraccién se encuentra en funcién de



una serie de variables experimentales:

a) pH.

b} Cconcentracién de ligando.

e¢) Caracter &cido/base del ligando.

d) Disolvente.

.Existe un buen nimerc de ejemplos representativos de la

extraccion de quelatos metdlicos (ValcArcel, 1884) (26), que hacen de
este mé&todo uno de los mis aplicadoes.

1.3.4.2. Especies covalentes,

Las moléculas con cardcter marcadamente covalente se extraen de
las disoluciones acuosas usando tetracloruro de carbono (CCl)),
cloreforme (CHCla) 6 hidrocarburos aliffticos u aromdticos como
disolventes.

1.3.4.3. Especies iénicas.

cuando los 4 atémos de hidrégeno del ion amonio son sustituidos
por hidrocarburos, el compuesto de amonio cuaternario se convierte en
un electrolito fuerte. Se utiliza para la extraccién de aniones y
conmplejos aniénicos met&licos, por formacién de par ibnico. Estos
compuestos de amonio cuaternario, se utilizan como extractantes de
aniones incluso a partir de disoluciones alcalinas, é&sta es otra
manera de incrementar la extraccién del metal por formacidn de un par
iénico.

El wuso del par idénico en quimica analitica es muy extenso y
ampliamente desarrollado debido a la accién de combinaciédn que permite
con otras técnicas analiticas como: méteocdos redox, espectrofotome=-
trias, precipitacién de sales y formaci6én de un quelato extraible o
complejo de asociacién.

El uso de complejos met&lices, permite la determinacién indirecta
de compuestos orgdnicos por espectrofotometria de absorcién atémica.
Este tipo de asociaciones se forman entre complejos metdlicos cargados
Y la especie orgénica, con carga de signo opuesto.

Para especies orginicas cargadas negativamente, los complejos con
carga positiva -de cobre 'y de hierro- tienen un uso muy extenso. Para



"rla>s cargadas positivamente, los complejos con carga negativa -de
cromo, Zinc y cobalto-, son muy utilizados.

1.4. DETERMINACIONES INDIRECTAS POR E.A.A.

El uso de complejos metdlicos permite la determinacién indirecta
de compuestos orgdnicos por espectrofotometria de absorci6n atémica,
come por ejemplo:

a) Acido ascodrbico.

Su determinacién se basa en la reduccién de los iones cobre
(cu**) & plata (Ag') a iones cu' 6 Ag® (met&lica), repectivamente. Una
muestra de &cido ascérbico se hace reaccionar con una disolucisén de
sulfato de cobre (Cus0,) y tiocianato de potasio (KSCN), el cu' e
precipita como tiocianato, lo mismo gque la plata. Para ambos casos el
precipitado se filtra, los filtrados son diluidos y se mide la
absorbancia de cobre o plata a 324.7 6 338.3 nm respectivamente
(Al-zamil, 1982) [O11.

b) a-aminodcidos.

Una disolucién d&e oa-aminodicidos sa hace reaccionar con una
disolucién que contiene: clorurc de cobre dihidratado (CuCl,-2H0), en
fosfato de sodio (NazHPo‘). Se agita para completar la reaccién y se
filtra determinando el cobre por absercién atémica en el filtrado,
(Minami, 1983) {13].

¢) Antimalarios (derivados de la quinolina).

Se determinan por formacién de complejos ternaries. El cobalto
reacciona con 1los iones tiocianato (SCN”) ¥y el antimalario, para
formar el complejo ternario que se extrae f&cilmente con nitrobenceno.
Como la disolucidn se torna azul-verdosa, el cobalto del complejo se
puede determinar también por espectrofotometria visible a 625 nm. Por
absorcién atédmica se determina el cobalto en el extracto orgdnico de
nitrobenceno. (Hassan, 1982) [08].
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d) Acido barbitlrico y-derivados.

' Se prepara una solucién en wetanol del derivado de 4cido
parbitdrico que se esté estudiando y a una alfcuota se le adiciona
reactivo de sulfato de cobre (cuso‘) disuelto en metancl (MeOH) vy
dietilenamina de concentracién conocida. Después de 30 minutos de
reaccién se filtra y en el filtrado se determina por absorcisdn atémica
el cobre que gueda sin reacclonar (Minami, 1982) [:4].

e} Pilocarpina.

M&todo de microdeterminacién para el alcaleide pileoccarpina. El
procedimiento se basa en la medicién de)l mercurio contenido en el
complejo con pilecarpina. El alcaleide es precipitado por adicifn de
un exceso conocido de reactivo de Mayer; solucién estdndar de yoduro
potdsico mercirico de 1 a 10 ppm de Hg®*. se centrifuga y se separa el
sobrenadante donde se determina el mercurio (Hg®) residual por
absorcidén atémica (Ayad, 1986) [(03].

£) Anestésicos locales.

Para la determinacion de anestésicos locales como: 1lidocaina,
tetracaina y procaina, se utilizan iones cobalto (Co®*) llevando a
cabo una reaccién de precipitacién del anestésico, posteriormente, se
filtra y se determina el cobalto residual en el filtrado; el método
se aplica en el analisis de anestésicos locales en preparaciones
farmacéuticas (Montero, 1988) [15]).

g) Alcaloides.

Un nuevo procedimiento para la determinacién de alcaloides se
basa en el uso del reactivo de Dragendorff; solucién de yoduro
potadsico bismGtico, que consiste en la extraceién del par iénico,
entre la base orgénica y el complejo inorgdnico de BiI;.
Posteriormente, se determina el bismute (Bi) en la fase orgdnica.

Por éste método se pueden determinar los siguientes alcaloides:
Difenhidramina, Papaverina, Amilocaina, Bromohexina, Esparteina vy
Avacan. Este wmétodo permite la determinacién de mezclas binarias de
alcaloides, sin que se presenten interferencias por los excipientes
cuando se analizan preparaclonec farmacéuticas. (Nerin, 1986) ([17].
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h) Determinaciones con otros elementos.

cadmio (Ca®').- Se usa para la determinacién de penicilinas
(kidani, 1975). [16)

Cobre (Cu®).- En la determinacién de Histamina (Sakai, 1982)
{181, para insecticidas como el malatién (Hern&ndez, 1985) (09) y
surfactantes aniénicos y no iénicos (CGallegos, Grasso, 1986) [05,
06].

Hierro (Fe®).- Para la determinacién de compuestos como
pentaclorofenol y dcido salicilico (Yamamoto, 1969) [16).

Manganeso (Mn2°).— Usado en la determinacién de azficares como
iactosa y glucosa (Issa, 1985, 198&) [09].

Niguel (Ni*').- Para la determinacién de &cido 2-hidroxinaftoico
en agua (Yamamoto, 1969} {16].

1.5. CARACTERISITCAS DE LOS ALCALOIDES EN ESTUDIO.

1.5.1. NICOTINA.

La determinacién cuantitativa de leos alcaloides del tabaco, ha
sido de gran interés clentifico. El alcaloide nicotina de obtiene de
la Nicotiana tabacum (Solanfcea), su contenido en hojas de tabaco
varia entre 1 y 8 %.

~
=<

Nicotina.
3-(1-metil-2-pirrodilinil)piridina.
cw“u“z P.M: 162.23

En alto grado de pureza, es un liquido aceiteso, incolere o de
color amarillo pélido, altamente higroscépico. Con exposicién al aire
¥y a la luz se torna de color café, debido a la oxldacién.

Densidad 1.01g9/ml, punto de ebullicisn 247 °c. con
dasconposicién. indice de refracci6mn 1.5280, sabor quamante chustico y
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olor a piridina. soluble en agua, metanol, cloroforme, benceno y
&ter. constantes de disociacién pKas 3.2 y 7.9 (25° c.}.

En el cuerpo humano, la nicotina se absorbe por el tracto gastro-
intestinal, tracto respiratorio y piel, Su distribucién es extensiva a
todos los tejidos, se metaboliza por oxidacién a cotinina y N-1-dxido
de nicotina, 1la degradacién continda hasta hidroxicotinina vy
nornicotina. Cerca del 5 t se excreta por orina en 24 hrs. y cerca del
10% es cotinina. '

La nicotina es altamente téxica y muy venenosa, puede provecar
muecrte en pocos minutos, afecta el sistema respiratorie produciendo
parilisis de los misculos respiratorios. La dosis letal en adulto es
de 40 a 60 mg. Una concentracién en sangre de 5 ug/ml puede ser fatal.
La maxima concentracidédn atmosférica permisible es de O.Smg/m:’. su
toxicidad tiene aplicacién en el control de insectos.

1.5,2. TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE NICOTINA.

a). Cromatografia de ligquidos de alta resolucién (CLAR).

se dispone de numerosos métodos para la estimacién de nicotina.
se han desarrollado técnicas como la CLAR, que permnite una
cuantificacién de cantidades muy pequefias de los alcaloides del
tabaco, el procedimiento permite la extraccién de nigotina de tejides
y su separacién.

El método es capaz de detectar cantidades por debajo de los 2 a 5
picogramos de nicotina, utilizando una columna de fase reversa de Cis,
con una fase mévil de metanol al 40%, conteniende 0.2% de buffer de
fosfatos a pH de 7.25 con trietanclamina (Saunders, 1981) {19].

b). <Cromatografia de gases (CG).

La cromatografia de gases se ha adaptado para la determinacién de
nicotina usando un detector especifico de nitrégeno, con esto es
posible analizar nicotina en aire, aguas y plasma sanguineo. Usando
una columna de vidrio de 6 ft (ples) de longitud rellena con
Cchromosorb malla 80 = 100, cublerto con 10% de apiezon-L conteniendo
3% de KOH. Condiciones del equipo, temperatura de columna 190 °c.,
inyector y detector de 250 °c. (Grubnew, 1980) [07].
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¢). Otros métodos analiticos.

Gravimetria {Chattaway, 1929) {o2}. Cromatografia de
gases-espectroscopia de masas (Dowand, 1978) [02). Potenciometria
(Efstathiou, 1981) (04]. Polarografia (Moskatore, 1980) [02].

Espectrofotometria ultravioleta (mdxima absorbancia: en medio
&cido 259 nm. En medio alcalino 261 nm). Infrarrojoc (Principales picos
del espectro, longitud de onda: 712, 1022, 810, 1575, 1310, 1040}, en
capa delgada (Clarke’s, 1986) [21). '

d). Espectrofotometria de absorci6tn atémica (EAR).

La determinacién de nicotina por espectrofotometria de absorc¢ién
atdmica se propone como un método alterno simple Yy precliso, el cual
no se habia usado antes para la determinacién de este alcaloide. Se
basa en la precipitacién del alcaloide con Cu, Pb, 2Zn 6 Hg y 1la
subsecuente medicién del metal equivalente contenido en el precipitado
y el contenido en el filtrade (Ayad, 1985) [02).

1.5.3. ATROPINA.

Es un alcaloide que se obtiene de la Duboisa _spp, Y de otras
plantas Solaniceas o bien preparada por sintesis orgénica, se puede
obtener como sulfato de atropina.

c‘l{: 504
"HN 1
}/
o
LAAVAAN
0—C—ci
N
o (IZH2
[s)31 2

sulfato de Atropina.
Acido bencenacético alfa-(hidroximetil)-,8~metil-8-
azabiciclo-[3.2.1.)oct-3-11 ester, sulfato(2:1}, monohidrato

(c‘_,liaO:N)z—HzSO.-HzO P.M: 694.8
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cristales incoleoros: o polvo cristaline blanco, con punto de
fusién de 190 °C. con descomposicién, soluble en agua y etanol,
insoluble en cloroformo y é&ter, su constante de disociacién es pKa =
9.9 (20° C.).

Egte alcaloide se absorbe por membranas mucosas, piel y tracto
gastrointestinal pero no por estémago, cerca del B0 al 90 % de la
droga se excreta por orina en 24 hrs. El 50% de la droya no es
metabolizada (no se altera). Menos del 2% se metaboliza a &cido trépi-
co y cerca del 30% a metabolitos desconocidos. La dosis letal para
adultos va de 50 a 100 mg. y una dosis de 10 mg para nifios es letal.
Tiene uso terapéutico como anticolinérgico.

1.5.4. TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE ATROPINA.

a). Cromatografia.

Cromatograffa en capa fina (Reveladores: Dragendorff; positivo.
Solucién de Iodoplatino; positivo. Reactive de Marquiz; poritive
rosa) . Cromatografia de gases (CG), Cromatografia de liquidos Qe alta
resolucidédn., (CLAR). {Clarke'’s, 1986} [21]}.

b). HEspectrofotometria.

Ultravioleta (dos méximos de absorbancia en medic dcido a 252 y
258 nm}. Infrarrojo (Principales picos del espectro, longitud de onda:
1720, 1035, 1153, 1163, 1063, 1204) en pastilla de KBr.

c). Otros métodos analiticos.
Espectroscopia de masas (Principales picos del egpectro, a m/z:

124, 82, 94, 83, 42, 96, 103, 67)., (Clarkes, 1986) ([21}. Polarograffa
(Kalveda, 1982) (12}.

d). Espectrofotometria de absorcidn atémica (EAA).

Como ya se indicé, el uso de los pares ifnjcos tiene una gran
aplicacién en gquimica analitica, debido a que el uso de iocnes de
complejos metdlicos permite 1la determinacién indirecta de productos
orginicos por espectrofotomatria de abscorcién atémica.

Los complajos formados entre el jion tiocianato (SCN) que es un
anién, con varios cationes, son la base de la determinacidn indirecta
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de compuestos orgénicos, los cationes més usados con tiocianato son:
cromo (cr™) y cobalto (Co™).

En este estudio se usa el cobalto con tiocianato para obtener el
complejo inorgénico de CO(SCN):' (tetratiocianato de cobalto II), que
se ha usado para la determinacibén de: Aminas alif&ticas, Bromuro de
N=butil hiosamina (en preparaciones farmacéuticas) y bromuro de butiil
escopolamina (presente en orina, sangre y heces) [16).

Este complejo también se ha usado por muchos afios en 1la
determinacidn colorimétrica de alcaloldes, pero no por E.A.A.

El complejo de tetratlocianato de cobalte IXI, es un complejo
débil. Se estabiliza por formacidén de un par de iones con la especie
orgénica cargada positivamente.

2{alcaloide™) + nCo(scu)f' —_— (alcaloidem)Z(CO(SCN)Z:)n

El par iénico del alcaloide en estudio es ligeramente soluble en
agua y totalmente soluble en un disolvente organico (CHCla, CzHaClz,
C2Hz2Cl2)

El propésito de una parte de este estudio es injciar 1la
aplicacién del compleio de Co(scu)f‘ para la determinacién de una
serie de alcaloides. Una vez qgque se forma el par ibnico
alcaloide—Co(SCN)f‘, Yy se estabiliza en la fase orgdnica, se procede a
determinar la cantidad de cobalto por absorcién atémica, para lo cudl
se realiza un estudio de las condiciones 6ptimas experimentales; pH,
concentracién de CQ(SCN)f', tiempo de agitacidn, proporcibn de fase,
nGmero de extracciones e intervalo de determinacién en una curva de
calibracién.

Por esta técnica se puede llevar a cabo el estudio y la determi~
nacién de alcaloides <como; Amilocaina, Papaverina, Esparteina,
Procaina, Quinina, Codeina, Atropina, Pllocarpina y Avacan. La fase
orginica utilizada es Cloroformo y 1,2-dicloroetano ([16), En este
trabajo se realiza el estudio del alcaloide Atropina y su extraccién
an Cloroformo.
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2. OBJETIVOS.

1).

2).

3).

Establecer un método alterne para la determinacién
cuantitativa de nicotina y de atropina. g

Establecer las condiciones 6ptimas de 1a
determinaci6n indireecta de nicotina y de atropina
por espectrofotometria de absorcién atémica.

Establecer el intervalo de determinacién, limites
de deteccién y repetibilidad de la curva de
calibracién.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. APARATOS Y REACTIVOS.

I.

II.

APARATOS.

1).

Un espectrofotdmetro de absorcién atémica varian techtron,
modelo: A.A.6., con un guemador de 10 cm, Yy flama de
airefacetileno.

"2). LAmparas de citodo hueco.
a.- Limpara Varian techtron, para: Manganeso, cobre ¥y
cromo, con yas nedn, serie: 7K1314.
b.- Lampara Varian techtron para: Hierro, niquel y cobalto,
con gas nedn, serie 7K1177.
3). Un espectrofotémetro: visible - ultravioleta, Becknan,
modelo 25.
4} . Potenciémetro: pH metro Corning, modelo 7. Con electrodos
adaptados de: Calomel y vidrio.
). Agitador magnético, Corning, modelo PC-~353,
6). Balanza analitica, Mettler, modelo H72.
REACTIVOS.
1). Estdndar de sulfato de atropina, de pureza conocida: ensayo
95.6 % . Laboratorios Pisa, lote ndmero 0206.
2). Extracto de nicotina. Se obtuve de hojas de tabaco, su

pureza se determiné cualitativamente por espectrofotometria
de infrarrojo y |ultravioleta, cuantitativamente por
potenciometria.
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3). Reactivos sélidos:
- Biftalato de potasio (Baker ahalyzed).
~ Celita (Merck).
- Cloruro de cobalto hexahidratado (Monterrey).
~ Hidroxido de baric (Baker analyzed}.
- Hidréxido de sodio (Baker analized).
- Nitrato de cobalte hexahidratado (merck).
- Perclorato de potasio (Baker analyzed).
- Sulfato de cobre pentahidratado (Baker analyzed).
- Sulfato de sodioc anhidro (Baker analyzed).
- Sulfato de zinc heptahidratado (Baker analyzed).
- Tiocianato de amonic (Baker analyzed).

4). Reactivos liguidos:
- Acido acético glacial (MercK).
- Acido clorhidrico {Merck).
- Acido perclérico {Baker analyzed).
- Anhidrido acétice (Baker analyzed).

5). Disolventes:
- Benceno (Baker analyzed).
- Cloroformo (Merck).

3.2. PREPARACION Y VALORACION DE DISOLUCIONES.

3.2.1. DISOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE NICOTINA.

3.2.1.1. Preparacién de una solucién de 4cido perclérice
aproximadamente 0.1 M.

Se miden, con una pipeta graduada, 8.5 ml de &cide perclérico
(Hc1o‘) al 72 %, y se transfieren a un vaso de precipitados de 2
litros limplo y seco. Se adicionan 250 ml de &cido acé&tico glacial y
20 ml de anhidrido acético, se agita y se deja reposar la disolucién
por una hora. Se afora la disolucifn a un litro con &cido acético
glacial ¥ se deja raposar por 24 horas a fin de que se complete la



reéccién entre el anhidrido acético y el contenido de agua del &cido
perclérico.

3.,2.1.2. Valoracién de la disolucidn de Acido perclérico 0.1 M.

Se pesan 3 g de Biftalato de potasio wmacerado (ensayo: 100.02%),
en un pesafiltros y se seca en estufa a 110° c. por una hora. Se deja
enfriar y se pesan 3 porciones de 0.5 a 0.6 gramos en 3 matraces
erlenmeyer limpios, secos y numerados. Se registra el peso de la
muestra hasta el valor de 0.1 mg maAs cercano.

Cada muestra de biftalatc de potasio se trata por separado: Se
agregan 60 ml de Acido acético glacial, se calienta con cuidado para
disolver la sal y posterlormente se deja enfriar. Se llena una bureta
con la disolucién de &cido perclérico a valorar con cada muestra de
Biftalato de potasio, la valoracién se sigue potenciométricamente y se
determina el punto de eguivalencia grdficamente.

Biftalato de potasio ml gastados de
muestra en gramos. dcide perclérico.
1). 0.5483 28.40

2). 0.5532 28.50

3). 0.5478 28.20

"Célculo de la molaridad del &cido percloérico.

M. HClO4 = (g de muestra) (60) {1)
(0.060) (204.22) (ml de HC1O4)

Resultados de la molaridad de HClOs.

1). 0.094537 M. X = 0.094901 M.
2). 0.095047 M. DSR = 0.255938 %
3). 0.095120 M. U = 0.094901 ¥ 5.32 x 107
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3.2.1.3, Preparacién de una solucién de Acido perclérico: 0.025 M.

Se obtiene por dilucién de la solucién de A4cido perclérico de
concentracién aproximadamente 0.1 M. En este caso, se midieron 66 ml
de la disoclucién preparada de acido perclérico 0.094901 M., y se aforéd
a 250 ml teniendose la sigulente concentracién.

N2 = MiVi = (0.094901) (66 = 0.025083 M. {2)
va (250)

3.2.1.4. Preparacién de las disoluciones de cobre.

Se preparan a partir de Sulfato de cobre (Cuso‘-SHzo PM: 249.686
g/mol), se pesan 0,393g equivalentes a 0,1g de cobre divalente (Cu®')
y se afora a 100 ml con agua destilada, obteniéndose la disolucién de
concentracién de 1 mg/ml (1000 ppm). De la disolucidn®’ anterior sa
midié una alicuota de 10 ml y aforé a 100 ml con agua destilada, para
obtener una disolucién con concentracién de 100 ppm.

3.2,1.5. Preparacién de las disoluciones de zinc.

Se pesan 1.0996g de sulfate de zinc [ZnSOs-7H20] PM: 287.558
g/mol, equivalentes a 0.259 de zin¢ divalente (an') Y se aforan a 250
ml con agua destilada, generéndose la disolucidén de 1 mg/ml (1000
ppm). De esta solucién se mide una alicuota de 5 ml y se afora a 100
ml con agua destilada, obteniendose una concentracidén de 50 ppm.

3.2.2. DISOLUCIONES PARA LA DETERMINACION DE ATROPINA.

3.2.2.1. Preparacién de una solucién de Cobalto de concentracién
1 mg/ml.

Se pesan 0.8072 g de cloruro de cobalte [CoCla-6H20], PM: 237.83
g/mol]. Equivalentes a 0.2 g del cobalto divalente [Coz’] y se aforan
a 200 ml con agua destlilada, para dgenerar la disolucitn de 1mg/ml
{1000 ppm). De esta disolucién se toma una alicuota de 10 ml y se
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afora a 100 ml con agua destilada, obteniéndose la disolucién de 100
ppn.

3.2.2.2. Disolucién de tetratiocianato de cobalto.

Se pesan 450 g de tiocianato de amonio (NH‘SCN), 218g de nitrato
de cobalto [Co(NoJ)z] y se llevan hasta ug volumen de 800 ml con agua
destilada, se obtiene entonces la solucién reactivo de tetratiocianato
de cobalto [Co(SEN)7]. oObteni&ndose una concentracién 0.9360 M de
cobalto divalente.

3.2.2.3. Disolucién estindar de sulfato de atropina (1 mg/ml).

Se prepara a partir de un estindar de sulfato de atropina
de ensayo: 95.6 %, y disolviendo en agua destilada.

3.2.2.4. Disolucién de tiocianato de amonio (NH4SCN) , de
concentracién 0.6395 g/ml.

Se pesan 63.95 g de tiocianato de amonio, se colocan en un vaso
de precipitados de 200 ml. Se disuelven en 70 ml de agua destilada,
agitando hasta completa disolucién y se 1lleva a 100 ml con agua
destilada.

3.2.2.5. pisolucién de perclorato de potasic (KC104) , de
concentracién 0.1385 g/ml.

Se pesan 13,85 g de perclorato de potasio, se transfieren a un
vaso de precipitados de 200 ml, se adicionan 70 ml de agua destilada
y se agita. Si es necesario se calienta para completar la disclucién y
posteriormente se afora a 100 ml con agua destilada.
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3.3. METODOLOGIA,
3.3.1. DETERMINACION DE NICOTINA.
3.3.1.1. Extraccién de nicotina.

Se secan 15g de tabaco en una estufa a 70° C. por media hora y se
dejan enfriar, se pesan 3g de tabaco seco Yy se colocan en un matraz
erlenmeyer de 250 ml, se adiciona 1g de hidréxide de bario y 40 ml de
disolucién saturada de hidréxido de bario para empapar el tabaco.

Se adicionan 100 ml de disoluci6n Benceno/Cloroformo (9:1), se
tapa y se agita enérgicamente por 20 minutos, se agreqan 2g de celita
y se agita hasta dispersién total por 5 minutos. Se dejan separar las
fases.

Se decanta y filtra la fase orgédnica a través de papel filtro
Whatman NGm. 2, recibiéndose en un matraz erlenmeyer de 125 ml, se
adicionan 29 de sulfato de sodio anhidro (Nazso‘) para secar la fase
orgédnica. Se deja reposar por 15 minutes, se £iltra nuevamente y
finalmente se tapa el matraz erlenmeyer para evitar la evaporacién.

3.3.1.2. Valoracién de nicotina.

se mide una alicuota de 50 ml y se transfiere a un vaso de
precipitadoe de 250 ml, se valora con una disolucién de A&cido
perclérico 0.025053 M. en 4&cido acético glacial. la valoracién se
sigue potenciométricamente, determinando el punto de equivalencia
gr&ficamente y la concentracién de nicotina se determina en la fase
organica en mg/ml y finalmente en porcentaje (%) y en mg/peso de
tabaco. Por ejemplo:

Peso de tabaco g. ml de HClO¢ (D.025053 M.)
1). 3.0906 11.2
2). 3.0397 11.0
3). 3.0516 11.2

23




a} .- )ﬁeterﬁiné"i6ﬁ’Qer a:doncént:qcién en mg/ml de nicotina.

(ml HCLlOs) (M. HCLOs) (Eq. Quim.) (3)
: (100)

" Nicotina mg/ml

'qum.) equivalente quimico = 162.23

7jiicb€;§a ng/nl

©1).70,4552 ¥ = 0.4525 mg/ml de nicotina.
£22):0,4470 DSR = 0.7984 %.

3)% 0.4552 i = 0.4525 % 7.2969 x 107
b) .~ Determinacién de nicotina en mg/peso de tabaco seco.

mg de Nicotina = _(ml HC10s) (M. HClQs) (Eq. Quim.) (4)
g de Tabaco (Peso de muestra en q)

¢) .- Determinacién de nicotina en % de peso total de tabaco seco.

% Nicotina = (ml HCloa) (M. HClos) (Eg. Quim.) (100) (5)
(Peso de muestra en q)

3.3.1.3. Determinaci6tn de nicotina por espectrofotometria de
absorcién atémica.

a) Curva de calibracién.

se miden alicuotas de la fase orgénica, conteniende de 1 a 10 ng
de nicotina, y se lleva a cabo la precipitacién por adicidn de un
axceso conocido del metal correspondiente.

Procedimiento:
1.- Se mide, con pipeta volumétrica, la cantidad necesaria de

nicotina contenida en la fase orgénic4d para cada punto de la curva, ¥y
se deposita en matraces erlenmeyer de 125 ml.
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2.- Se adiciona a cada matraz 10 ml de agua destilada y se
calienta lentamente a una temperatura de 60 a 65 °C, para evaporar la
fase orgidnica evitando proyecciones, se continfia calentando hasta
evaporacién total.

3.- Se adiciona una cantidad previamente medida y en excesc del
metal correspondiente y se deja completar la reaccitn de precipitacién
del complejo nicotina-metal (MLQ por espacio de 20 minutos.

Considerando los valores de pKa de la nicotina (p. 13), que el pH
de la disolucién es alrededor dea 6 y de gque se supone una relacién
molar Cobre-nicotina de 1:2, ge puede proponer gque el equilibrio de
reaccién es:

2- +

2HN' + cu® + A ————— Cu(N) A + 2H
Donde:

N = nicotina
A = Anién

Este es el equilibrio gue parece m&s probable y, puesto que no es
el objetivo de este trabajo el establecerlo, es interesante sefialarlo
y sugerirlo como tema principal de otro estudio.

4.- Se filtra el precipitado a través de papel filtro Whatman
nGm. 2. El filtrado se afora a 100 ml c¢on agua destilada (Solucién A),
el precipitado es redisuelto con 10 ml de &cido clorhidrico (HC1l) 0.1
M. y se afora a 100 ml con agua destilada (solucién B).

5.~ Se mide la absorbancia del metal residual y egquivalente en
las soluciones A y B respectivamente, bajo las condiciones analiticas
correspondientes.

b} Curva de calibracién de cobre.
De la solucién de sulfato de cobre (CuSO ) de 100 ppm se miden
alicuctas de 1 a 5 ml y se aforan a 50 ml con agua destilada, para
obtener concentraciones de 2, 4, 6, 8 Y 10 ppm de cu®. se mide 1la
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absorbancia en las siguientes condiciones analiticas para 1la
determinacién de cobre, que se determinaron previamente, en base al y&
conocido método de la mixima absorbancia.

Alre/Acetileno: 5.2/2.6 unidades de lectura
{escala en el aparata).

Corriente: 3 miliampers (mA).

Longitud de onda: 324.7 nm.

Slit: 0.2 nm.

Se grafican los resultados que se obtienen de absorbancia contra
concentracién en la figura nGm. 1.

<) Determinacién de nicotina con cobre.

Se miden allcuotas de la fase orginica para cada punto de la
curva de calibracién, se precipitan con una cantidad previamente
medida y en exceso de sulfato de cobre (CuSOJ de concentraci6én 100
ppm, se mide la absorbancia y se interpola. La cantidad equjvalente
a 1 mg de Cu®’ es de 5.11 mg de nicotina.

d) Curva de calibracién de zinc.

De la solucién de sulfatc de zinc (ZnSOJ de 50 ppm se miden
alfcuotas de 1 a 8 ml Yy se aforan a 50 ml con agua destilada, para
obtener concentraciones de 1 a 8 ppn de %Zn"". Se mide la absorbancia
en las siguientes condiciones analfticas.

Alre/Acetilenc 5.2/2.6 unidades de lectura
’ (escala en el aparato).

Corriente: 5 miliampers (mA).

Longitud de onda: 213.9 nn

Slit: 0.2 nm

Se grafican los resultados obtenidos de absorbancia contra
concentracién, ver figura nGm. 2. .
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e) .Determinacién de nicotina con zine,

Se miden alicuotas de fase orgénica para cada punto de la curva
de calibracién y se precipitan con una cantidad previamente medida y
en exceso de sulfato de zinc (Z2nso,) de concentracién 100 ppn se miden
las absorbancias y se obtiene la concentracién de zinc. La cantidad de
nicotina equivalente a 1 mg de zZn®* es de 4.96 mg.

3.3.2. DETERMINACION DE ATROPINA

3,3.2.1. Determinacién de atropina por espectrofotometria de absorcién
atémica.

a) Complejacidn y extraccién de atropina.

1.- Se transfiere una muestra de disolucién de atropina de 1
mg/ml al:interior de un embude de separaciédn., Se adiciona solucién
reacgivo da tetratiocianate de cobalto [Co(scuf‘], que contiene
cobalto en concentracidén de 0.9360 M.

2.- ¢c zjusta el pH de la solucién por adicién de NaoOH o HCY 0.1
M. Con agua destilada se lleva hasta un volumen de disolucién de 25 ml
y se extrae con 1¢ ml de Cloroformo (CHclJ) . Se agita por espacio de
5 minutos y se realizan 3 extracciones sucesivas.

3.~ Se separan y reunen los extractos organiceos, en un matraz
erlenmeyer de 125 ml, se evapora lentamente el disolvente orgénico
(Cloroforme), hasta su eliminacién total. Se adicionan 10 ml de HCl
0.1 M. y se calienta ligeramente para redisolver el residuo que queda
en el matraz.

4.~ Se mide la absorbancia de esta solucién en las siquientes
condicjones analiticas para determinacién de cobalto.
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Alre/Acetilenoc: 5.2/2.6 unidades da lectura
’ (escala en el aparato).

corriente: 5 miliampers (mA).
Longitud de onda: 240.7 nm
slit: 0.1 nm

b) Curva de calibracién de cobalto.

De la solucién de cloruro de cobalto (CoClz2) de 100 ppm, se miden
alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ¥y 8 ml, se aforan a 50 ml con agua
destilada, para obtener concentraciones de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16
ppm, de cobalto divalente, se miden las absorbancias a las condiciones
analiticas establecidas para cobalto y se grafican los resultados, ver
figura nGm. 3.

3.3.2.2. Estudio de las condiciones 6ptimas para la extraccién de
atropina.

a) Influencia del pH.

Se estudia 1la influencia del pH de 1 a 6 en incrementos
unitarios, ajustandolo con HCl o NaOH 0.1 M. Se sigue el procedimiento
de extraccisén y se miden las absorbancias y se grafican en funcién de
PpH, para encontrar el pH &ptimo de extraceion,

"b) Influencia de la concentracién de NH SCN.

Se realiza una variacién de la concentracién de tioclanato de
amonie (1.4, 2.8 y 4.2 M.). y se sigue el mismo procedimiento para 1la
extraccién, se miden las absorbancias y se grafican en funcién del
porcentaje de atropina extraida.

¢) Influencia de un agente salino, perclorato de potasio (KClO4).

Se realizd una variacién de la concentracién de perclorato de
potasio, como agente salino, en concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.3M
siguiéndose el mismo procedimiento para la extraccién. Se midieron las
absorbancias y sus valores se grafiearon en funcién del porcentaje
extrafido de atropina.
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d) Influencia del tiempo .

Una vez dque se establecieron las condiciones 6ptimas de
extracci6n, anteriores, se realiz6 esta ultima con el tiempo de
agltacién de 10, 20 y 30 minutos Los resultados de reportan en funcién
del porcentaje de extraccién de atropina,

e) Influencia de la Temperatura.

También se estudid la influencia que tiene la temperatura en la
extraccidn de atropina. Este estudio se hizo a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C.) y controlandola primero a 30 °C y despuds a
40 °c. con las condiciones 6ptimas encontradas anteriormente. Los
resultados se reportan en funcién del porcentaje de extraccién de
atropina.

3.3.2.3. Curva de calibracidn de atropina con cobalto.

Ya establecidas todas las condiclones 6ptimas para la extraccién
de atropina se procede a realizar una curva de calibracién, partiendo
de upa solucién estdndar de sulfato de atropina de concentracién, 1
mg/ml. Se toman alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5 y 6 ml y se procede de la
manera mostrada en la tabla 2.

TABLA 2. SISTEMAS DE EXTRACCION PARA UNA CURVA DE CALIBRACION DE
DE ATROPINA CON COBALTO.

Volumen en Sistema de extraccién

ml de:s 1 2 3 4 S 6
Co(scN)i? 10 10 10 10 10 10
NH SCN 10 10 10 10 10 10
KC104 3 3 3 3 3 3
Atropina 1 2 3 4 -5 6
H20 Dest. 6 5 4 3 2
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El volumen de aforo del sistema de extraccién es de 30 ml, el
volumen final para determinar la absorbancia es de 10 ml para obtener
las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6 mg/ml de
sulfato de atropina para cada sistema, respectivamente.

Se siguié el mismo procedimiento ya establecido para la
extraccién del alcaloide, realizandose tres extracciones consecutivas
con cloroformo para cada punto de la curva, se reunieron los extractos
y se determiné su absorbancia por Absorcién atémica.

3.3.2.4. Determinacién de sulfato de atropina por espectrofotometria
visible ultravioleta.

El sulfato de atropina presenta un espectro de absorciébn en lal
regién de radiacisdn ultra-violeta, con un maximo de absorcién
caracteristico a una longitud de onda de 258 nm.

Se realiza una curva de calibracién de sulfato de atropina, a
partir de una disolucién de 2.5 mg/ml. Se toman alicuotas de 1, 2, 3,
4 y 5 ml se aforan a 10 ml y se obtienen 1las siguientes
concentraciones: 0.25, 0.50, 0.75, 1.00 y 1.25 mg/ml respectivamenta,
se miden las absorbancias y se grafican los valores correspondientes,
los resultados se presentan en la grifica de la figura nGm. 4.
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

4.1, DETERMINACION DE NICOTINA.
4.1.1. VALORACION POTENCIOMETRICA.

Después de la obtencién del alcaloide nicotina, por medio del
proceso de extraccién con benceno/clorformo, se 1llevd a cabo la
valoracién del alcaloide, los resultados de una curva de valoracién
representativa se presentan en la Tabla 3 y en la Figura nGm. 6. Esta
valoracién se efectud con la finalidad de conocer la concentracién de
nicotina en el extracto org&nice y poderla utilizar como est&ndar para
la realizaciédn de las curvas de calibracién por E.A.A.

TaBLa 3. RESULTADDS DE UNA  VALORACION POTENCIOMETRICA DE  EXTRACTO
ORGANICO DE NICOTINA, CON ACIDO PERCLORICO (0.025053 M.).

ml HClO4 E° mv. ml HClOa E® mv,
0.00 150 9.50 395
1.00 260 10.00 410
2.00 310 10.50 425
3.00 320 11.00 480
4.00 330 11.50 670
5.00 340 12.00 690
6.00 350 12.50 700
7.00 360 13.00 705
8.00 370 14,00 710
9.00 385 15,00 710
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Para asegurarse de la ausencia de otras sustancias dentro del
extracto orgénico, se realizaron dos pruebas de identificacién al
nismo:

a) Infrarrojo.

Se obtuvo un espectro de infrarrojo del extracto organice en una
celda de bromuro de potasio y se comparé con el espectro de nicotina
reportade en la biblicgrafia, comparanﬁo unicamente les picos a
longitud de onda caracteristicos para nicotina 712, 810, 1022, 1040,
1310, 1575. En la Figura n@m. 7 se presenta el especto de infrarrojo
obtenido

b). Espectrofotometria visible-ultravioleta.

Para 1llevar acabo esta identificacién se realizaron dos
extracciones en fase acuosa del extracto organico, una en medio &cido
{(con HC1 0.1 M) y otra en medio biasico (NaOH 0.1 M) los espectros
reportades en la bibliografia presentan miximos de absorbancia
caracteristices, en medio &cido 259 nm y en medio basico 261 nm. Los
espectros obtenidos que se presentan en la Figura nGm. 8, muestran
gran similitud con los reportados en la bibliografia.

Tanto el espectro de infrarrojo como 1los espectros de
ultra-violeta confirman que la nicotina predomina en el extracto y no
alguno de los compuestos semejantes extraibles de las hojas da tabaco.

4.1.1.1, Determinacién de la cantidad minima detectable.

Para determinar la cantidad minima detectable de nicotina, se fué
disminuyendo el volumen de la alfcuota valorada, de 5 en S ml cada
vez, desde un volumen de 25 ml hasta 5 ml. Para llevar a cabo este
estudio se trabajaron dos diferentes extractos orginicos de diferente
tipo de tabaco comercial, los resultados obtenidos se presentan en 1la
tabla 4.

En esta tabla se presentan las. concentraciones promedio de tres
valoraciones realizadas por alicuota y &stas corresponden a 1la
concetracién del extracto original.
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TaBLA 4. VALORACION DE DIFERENTES ALICUOTAS DE EXTRACTO ORGANICO DE
NICOTINA. :

Alfcuotas, Concentraciones (mg/ml).

{ml) Tabaco (faros). Tabaco (alas).
50 0.755 0.605

25 0.756 0.610

20 0.766 0.602

15 0.754 0.603

10 0.767 0.612

05 0.751 0.607

De los datos de esta tabla, se puede observar que es posible
valorar nicotina hasta una concentracién minima de 0.602 mg/ml,
obteniendose una curva en la gue se observa el cambio de potencial y
puede determinar confiablemente el punto de equivalencia.

Para el caso del tipo de tabaco Faros, el promedio de todas las
valoraciones {¥) y su desviacién estandar relativa (DSR) son:

X = 0.758 mg/ml DSR = 0.0066%

Para el caso del tipo de tabaco Alas, el promedic de todas las
valoraciones (X) y su desviacién estindar relativa (DSR) son:

X = 0.606 mg /ml DSR = 0.0042%

Los resultados de DSR, nos indican gque hay una buena
repetibilidad de 1la técnica entre cada uno de los ensayos para
diferente volumen de alicuota valorada.
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4.1.1.2. Determinacién del por ciento en peso para diferentes tipos -
de tabaco

Como un astudio adicional, se determiné la cantidad de nicotina
presente en cinco diferentes tipos de tabaco de clgarrillos elegidos
al azar: Faros, Alas, Marlboro lights, Marlboro y Raleigh.

Para cada tipo de tabaco se obtuvo su extracto orgénico y se
valord potenciométricamente como se indica en la seccién 3.3.1.2. Los
resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla.

TaBLA 5. VALORES OBTENIDOS DE NICOTINA POR CADA MARCA DE CIGARROS.

Tabaco Peso mta, Conc, Por ciento
gramos mg/ml en peso (%)

Faros 3.0747 0.758 2.4652

Alas 3.0606 0.606 1.9800

M. ligths 3.0650 0.531 1.7324

M. rojos 3.1397 0.575 1.8916

Rateigh 3.0964 0.599 1.9345

4.1.2, DETERMINACION POR ABSORCION ATOMICA.
4.1.2.1. Determinacidn con cobre.

Coh propdésitos de referencia, se obtiene la curva de calibracién
para el ion Cu®' por absorcién atémica partiendo de Cuso,-5H.0, los
resultados se presentan en la Figura ndm. 1.

Para llevar a cabo el estudio de datsrminacién del alcaloide
nicotina con cobre (Cu" ), se realizaron diversos ensayos para llegar
a la estandarizacitn de la téchica, que es la presentada en la seccisén
3.3.,1.3.
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TABLA B. CURVA DE CALIBRACION DE NICOTINA CON COBRE POR EAA.
(Ver Figura nGm. 9)

Concentracién Absorbancia

10”2 mg/ml a 324.7 nm
1.0297 0.222
2.0593 0.320
3.0890 0.405
4.1187 0.506
5,1483 0.616
6.1780 - 0.718
7.,2077 0.834
8.2374 0.941

De esta curva de calibracién de nicotina con cobre, podemos
observar que tiene el mismo comportamiento que la curva de calibracién
para cobre est&ndar. Presenta los siguientes datos, producto de la
regresién lineal:

y = A + Bx.

Intercepto Pendiente Correlacidn

A = 0.1067 B = 0.1000 r = 0.9992

Estos datos nos indican gue, al obtenerse una buena linealidad,
esta técnica puede ser utilizada para fines cuantitativos. El resto de
las curvas de calibracién para nicotina con que se obtuvieron durante
ecte estudio, se presentan en la siguiente tabla.
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TaetA 7. DATOS DE CORRELACION DE CADA UNA DE LAS CURVAS DE CALIBRACION
PARA LA DETERMINACION DE NICOTINA CON COBRE.

curva n A B r AxX
1 0.0475 0.1142 0.9991 1.5 - 6.2
2 0.1055 0.0998 0.9996 1.2 - 4.8
-3 0.1420 0.0991 0.9993 1.1 - 4.5
4 0.1170 0.2188 0.9991 0.5 - 2.6
‘5 0.1439 0.0902 0.9988 1.2 - 6.4
h6 - 0.1425 0.0912 0.9985 1.2 - 6.4
7 e 0.1469 0.0906 0.9992 1.1 = 5.7
; 8o 6 0.1033 0.0995 0.9993 1.0 - 6,2
AL D 0.0954 0.1513 0.9991 0.6 - 4.5
10 8 0,1067 0,1000 0,9992 1.0 - 8,2
Donde:
’ n = nGmero de puntos en la curva.
A = Intercepto u ordenada al origen.
B = pendiente.
r = correlacién. 2
Ax = Intervalo de determinacién (x 107" mg/ml).

Como se puede observar de la tabla 7, para todas las curvas su
pendiente se encuentra alrededor de B = 0.1 Yy su corraespondiente
correlacién no es menor de r = 0.99, lo cual nos indica gue la técnica
analitica presenta una buena repetibilidad.

El intervalo de determinacién lineal, en promedio, es de:

1.15 a 5.60 x 1072

mg/ml de nicotina.
o bién, en pg/mi:

11.5 a 56 ug/ml de nicotina.
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Es de mencionarse que, a mayor ndmero de puntos en la curva
(mayor cantidad de estandares), es posible tenaer un intervalo lineal
mas grande y mejor correlacién de los puntos, Pero también es de
mencionarse que la variabilidad observada se debe a los diversos pasos
sequidos en la técnica. Para tener datos menos dispersos, es necesario
tener experiencia en la realizaciétn de esta técnica y brindarle el
mayor de los cuidados.

Por otro lado, para conocer el grado de precisién que puede
tenerse al realizar una determinacién con estas curvas, se calculé la
precisién para un estdndar como si fuese una concentracién determinada
en una muestra, los resultados se presentan en la Tabla 8.

TasLa 8. DATOS DE PRECISION PARA LA DETERMINACION
DE NICOTINA CON COBRE.

Curva min., de Concentracidn Precisién
ntm. puntos determinada (%)
8 6 0.06018 mg/ml 9.09
9 8 0.04007 mg/ml 7.98

10 8 0.05980 mg/ml 8.16

4.1.2.2. Determinacidn con zinc.

siguiendo el mismo procedimiento que en. la determinacién con
cobre, se llevé a cabo el estudio de la determh;\acibn de nicotina con
zine, |

La curva de calibracién de =zinc fué preparada a partir de
ZnsSO-7H,0, se presenta en la figura ntGm. 2. En la Figura nGm. 10 se
presenta una curva de calibracifn para la determinacién de nicotina
con zinc y en la Tabla 9 sa& presaentan los valores de apsorbancia de la
misma, obtenidos comeo se indica en la seccidn 3.3.1.3.
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TaBtA 9. CURVA DE CALIBRACION DE NICOTINA CON ZINC POR EAA,
{(Ver Figura ntm. 10)

concentracién Absorbancia

10" *mg/ml 213.9 nm
0.8335 0.215
1.6670 0.361
2.5005 0.485
3.3340 0.610
4.1675 0.759
5.0010 0.879
5.8345 0.930

Los datos de correlacién para esta curva son:

A = 0,0876 B = 0.1590 r = 0.9996

En lo que se refiere a la repetibilidad, en 1la tabla 10
muestran los resultados para cinco curvas de calibracién

TABLA 10. CURVAS DE CALIBRACION DE NICOTINA CON ZINC.

Curva n A B r Ax
1 6 0.1016 0.1488 0.9993 0.8 - 4.8
2 6 0.0876 0.1590 0.9996 0.8 - 5.0v
3 6 0.0695 0.1656 0.9996 0.7 = 4.5
4 7 0.0%41 0.1532 0.9997 0.7 - 5.5
5 7 0.0846 0.1589 0.9997 0.7 - 5.2

s

se



Donde:

= pGmero de puntos en la curva.

= intercepto u ordenanda al origen.

= pendiente.

= correlacién.

Ax = Intervalo de determinacién {x 10 mg/ml).

H w3

De esta tabla, se observa que la pendiente de 1las curvas
experimentales se encuentra alrededor de B = 0,15 y su
correspondiente correlacidén no es menor de r = 0.999, lo cual nos

indica gue la técnica analitica presenta una buena 1linealidad vy
repetibilidad.

El intervalo de determinacién lineal, en promedio, es de:

2

0.75 a 5.00 x 10°° myg/ml de nicotina

o bié&n, en pg/mil:

7.5 a 50 pg/ml de nicotina.

Como es el caso para la determinacién con cobre, se observa que,
a mayor nGmero de puntos en la curva (mayor cantidad de est&ndares) es
posible tener un intervalo 1lineal m&s grande. También es de
recomendarse el tener precaucién al ejecutar esta técnica. En general
se tienen wmejores resultados que con cobre, se observa que el
intervalo de determinacién 1lineal con zinc presenta valores algo
menores due los obtenidos para cobre, aungue el intervalo total de
zinc es menor.

Por otro lado, para conocer el grado de precisién que puede
tenerse al realizar una determinaciém con estas curvas, se calculé la
precisién para un estéindar como gi se tratase de una muestra, los
resultados se presentan en la Tabla 11.

39



TaBLa 1. DATOS DE PRECISION PARA LA DETERMINACION
DE NICOTINA CON ZINC.

Curva - ntm, de " Concentracién Preéiia_ién'-‘f‘,
nGm. (0 puntes determinada - - R

- 0,0439 mg/ml
*'0.0328 ‘mg/ml
8.0384 mg/ml
'0.0335 mg/ml
0.0330 mg/ml

4.2, DETERMINACION DE ATROPINA.
4.2.1. DETERMINACION POR ESPECTROFOTOMETRIA VISIBLE-ULTRAVIOLETA.

Se realizé 1la determinacidn de Sulfatc de atropina por
espectrofotometria de visible-ultravioleta, como se indica en 1la
seccién 3.3.2.4., Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 12
¥y en la Figura nam. 4.

Los datos de correlacitn de esta curva son:

A = -0.0128 B = 0.7488 r = 0.9995

La curva presenta buena linealidad, con una correlacidn mayor de
r = 0.999 en un intervalo de concentraciones o de linealidad de 0.25 a
1.25 ng/ml.

A manera de identificacién del est&ndar de sulfato de atropina,
se realizé el barrido de una disolucién de L mg/ml de 360 a 260 nm.
Siendo similar al reportado en la bibliografia (Clarke’s, 1985) [21].

El espectro de abzorcién del compuestc se presenta en la Figura
nGm. 5.
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TasLa 12. CURVA DE CALIBRACION DE SULFATO DE ATROPINA POR V-UV,
(Vver Figura ndGm. 4)

Concentracién Absorbancia
mg/ml - 258 nm.
0.28 | T g.ass
0.50 ' 0.354
10,75 s 0.538
FLT00 e . 0.740
.28 0 . 0.928

4.2.2. DETERMINACION POR ABSORCION ATOMICA.

Come en casos anteriores, se obtuvo la curva de calibracién de
Cobalto (Coa) acuoso como referencia para el estudio. Esta curva se
presenta en la Figura nidm. 3.

4.2.2.1. Influencia de los factores que afectan la extraccién.

Con el propbésito de establecer las condiciones Gptimas de trabajo
para la extraccién del alcaloide, se estudiaron varios factores que
influyen en el rendimiento de extraccciédn del par i6nico CO(SCN): -
atropina, cuyos resultados se exponen a continuacién.

a) Influencia del pH en la extraccién.

Se prepararon varios sistemas de extraceisn conteniendo el
alcaloide, se ajustd el pH de cada uno de los sistema de extraccién
{con NaOH o HCl 0.1 N), utilizando un potenciémetro y electrodos de pH
y calomel. Los resultados de las extracciones a diferentes valores de
pH, se presentan en la Tabla 13 y en.la Figura nGm. 11, en la que se
observa que el pH Sptimo de extraccidn es de 4.
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TABLA 13. INFLUENCIA DEL PH.

Unidades Absorbancia
*de pH |7 240.7 A

R N

b) Influencia de la concentracién de tiocianato de amnonio (NH SCN).

Con la finalidad de ver la influencia que tiene el tiocianato de
amonio sobre la estabilidad del complejo de CO(SCN):- Se probaron tres
diferentes concentraciones, calcul&ndose el rendimiento de extraccién
de atropina. Los resultados se presentan en la Tabla 15 y en la Figura
ntm. 12.

TABLA 14. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE
TIOCIANATO DE AMONIO,

Concentracién Extraccién
NH SCN M. (%) .
1.4 22.00
2.8 32.00
4.2 39.00

De los resultados se observa gque la concentraclién de tiocclianato
de amonio influye de manera muy significativa sobre la extraccién del
alcaloide atropina. La especie SCN~ en exceso, proveniente de NH scN
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estd desplazando el equilibrieo quimico hacia 1la formacién del
complejo de cobalto, lo cuil asegura gue la extracién del alcaloide va
a ser wmis lmportante, por lo que se tendrd mayor rendimiento. La
cohcentracién de tiocianato de amonio que se utilizara en los ensayos
siguientes es de 4.2 M.

c) Influencia de un agente salino (Kclo.).

Se estudi6é la influencia de un agente salino para favorecer la
extraceién de)l par iénico. Para el estudic se escogié perclorato de
potasio.

Los resultados se muestran en la Tabla 15 y en la Figura nGm. 13,
de donde se observa que el rendimiento en la extraccién se ve afectado
considerablemente con el uso del perclorato de potasio, sin que para
ello se requieran grandes concentraciones de agente salino,
encontrindose que con una concentracidn de 0.1 M de perclorato de
potasio, se se mejora sustancialmente el rendimieto de la extraccién.

TaBLA 15. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION
DE PERCLORATO DE POTASIO.

Concentracién Extraccién

KClo, M. (%).
0.00 32.06
0.10 62.40
0.206 55.88
0.30 36.90

d) 1Influencia en el tiempo de agitacién.

Para determinar el tiempo necesarioc de agitacién que se reguilere
para lograr un mayor rendimiento en 1la extraccién, se probaron 3
diferentes intervalos de tiempo: S, 10 y 15 minutos, para cada uno de
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elilos se llevaron a cabo 3 extracciones consecutivas de 10 ml de
cloroformo. Al final se mezclaron los 3 extractos de cada intervalo y
se determiné el rendimiento total. Los resultados se presentan en la
Tabla 16 y en la Figura ntm. 14.

TaBLA 16 INFLUENCIA DEL TIEMPO DE AGITACION.

Tiempo Extraccion
minutos (.

05 ; 63.06

i0 62.61

15"’ 62.88

De acuerdo con los resultados obtenidos se tiene que el tiempo
de agitacién no es un factor que determine el rendimiento de
extraccién, ya que para los tres diferentes tiempos la variacién en el
rendimiento es poco siginificative. Encontréndose que es suficlente un
tienpo de agitacidn de 5 minutos.

e) Influencia de la temperatura.

El filtimo de los factores fué el de temperatura en el rendimiento
de la extraccibébn. Se escogieron 3 diferentes temperaturas; 25, 30 y 40
°C. No se estudidé ninguna otra temperatura debido a la dificultad en
la agitacién y estabilidad del sistema, puesto que la fase orgénica
utilizada para la extraccién es muy volatil. Los resultados se
presentan en la Tabla 17 y en la Figura nfm. 15.

Es interesante observar que el rendimiento de la extraccién se ve
muy deteriorado al aumentar la temperatura, por lo que aes importante
realizar aesta extracclén a temperatura ambiente y enfriar 1la(s)
solucién(es) que por alguna razén estén a temperaturas mas altas
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TaBLA 13.

4,2.2.2.

INFLUENCIA - DE- LA TEMPERATURA.

Temparatura - Bxtraccién
e - (%).
25 63.50

0 44.56

40 _ 37.16

Condiciones experimentales &ptimas.

Después de los estudios realizados, se llegé al establecimiento

de las condiciones éptimas para la extraccién del alcaloide atropina:

a)
b)
c)
d)
e)
£)

4.2.2.3,

Tres extracciones sucesivas.

pH de 4.0.

Concentracién 4,2 M. de NH4SCN.
Concentracién 0,1 M. de (KClo0s).
Tiempo de agitacién de 5 minutos.
Temperatura ambiente (25 °C.).

Curva de calibracién de atrepina con cebalto,

Considerando las condiones experimentales ya establecidas para la
extracién de atropina se construyé una curva de calibracién de
atropina con cobalto, cuyos resultados se presentan en la tabla 18 ¥
en la Figura ntGm. 16.

Los datos de regresi6n de esta curva, considerando hasta el sexto
estindar (0.6 mg/ml) son:

A = 0.0712 B = 0.2126 T = 0.9994
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TaBtA 18. CURVA OE CALIBRACION DE ATROPINA CON COBALTO,

Estos datos nos indican gue este métode puede utilizarse

Concentracibn:
mg/ml- '

o Absorbancia

24057 nm -

fines cuantitativos en un intervalo de determinacién de

© bién,

0.1 a

0.6 mg/ml de atropina,

100 a 600 ug/ml de atropina

para

En cuanto a la repetitibilidad de esta curva de calibracién, se
presenta en la Tabla 19, Los resultados de tres curvas de calibracién.

TasLAa 19. CURVAS DE CALIBRACION DE ATROPINA CON COBALTO,

Curva A B r ax
1 0.0675 0.2430 0.9990 0.1 - 0.5
2 0.0712 0.2126 0.9994 0.1 - 0.6
3 0.0688 0.2148 0.9995 0.1 ~ 0.6
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Donde:

n = NGmero de puntos en la curva.

A = Intercepto u ordenada al origen.
B = Pendiente.

r = Correlacidn.

Ax = Intervalo de determinacién (x 10°% mg/ml).

No obstante, cabe mencionar que, a pesar de que se consideraron
todas las condiciones éptimas Yy de que esta técnica puede tener
aplicaciones cuantitativas, no se obtuvo un rendimiento de extraccién
cercano al 100%. En caso de tenerlo, se podria disminuir el limite
inferior a la mitad, aproximadamente.

Puesto gue se estudiaron todas las condiciones &ptimas, lo que
resta suponer es gue el disolvente utilizado (cloroformoc), es el
causante de tan bajos rendimientos. Consecuentemente, en un estudio
posterior, objeto de otra tesis, se ensayard la extraccién de
alcaloides con otro disolvente.

4.3. RESUMEN DE RESULTADOS.

Se presenta un resumen de los resultados obtenidos para la
determinacién de los alcaloides en estudio, comparando la técnica de
espcetrofotometria de absorcién atdmica con otra técnica analitica.

4.3.1. DETERMINACION DE NICOTIHNA.

I. Potenciometria
Cantidad minina detectable de 0.532 mg/ml, determinada en 1la
seccibn 4.1.1.1.

IXI. Absorcidn Atémica

a) Determinacién con cobre (Cum).
Intervalo de determinacién: 0.0115 - 0.0560 mg/ml
Cantidad minima detectable: 0.0115 mg/ml

+ +

Ecuacién de la recta: A= (0,107 - 0.016) + (0.10 - 0.0031)C
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b) Determinacién con zinc (zZn®').

Intervalo de determinacién: 0.0075 = O.Dsbb‘hmg/ml [
cantidad minima detectable:  0.0075 mg/mly .. : :
Ecuacién de la recta: A = (0.087:% 0,018

4.3.2. DETERMINACION DE ATROPINA.

I. Visible~ultra violeta. R

Intervale de determinacién:  0.25°=:172
cantidad minima detectable: 0.25" ﬁg[m}
Ecuacién de la recta: A= (4§.013

6:032) +.(0.75 % 0,026)C’

II. Absorcidn atémica. . R
Intervalo de determinacién: 0.10°= 0,60 mg/mk

cantidad minima detectable: 0,10 mg/ml

Ecuacién de la recta: A = (0.071 2 0.0078) + (0.212 % 0.003)C

De acuerdo con los resultados obtenidos para la determinacién del
alcaloide nicotina, la técnica por valoracién potenciométrica, es un
método seguro que nos permite la determinacién del alcaloide hasta
una concentracién minima de 0.532 mg/ml.

Comparada con la técnica por absorcidbn atémica, se puede observar
una diferencia significativa en la cantidad minima detectable, siendo
de 0.0115 mg/ml para cobre y ©0.007% mg/ml para zinc.

Si se lleva a cabo la determinacién con zine, se cobtienen mejores
resultados gue cuando se realiza con cobre. Ambos metales presentan
buena linealidad con una correlacién muy buena, en las diferentes
curvas obtenidas, lo cual nos muestra la repetibilidad de la técnica.

En cuanto a los resultados para la determinacién cuantitativa de
atropina por espectrofotometria visible-ultravicleta, se encontré una
cantidad minima detectable de 0.25 mg/ml, tenlendose correlaciones no
menores de r = 0.999.

Por otroc lado para la determinacién de atropina por absorcidn
atémica, se tiene una cantidad minima detectable de 0.10 mg/ml (mejor
a la encontrada por visible-ultravioleta) y una correlacién no menor
de r = 0.999.
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5. CONCLUSIONES,

5.1. NICOTINA.

"El estudioc de los par&metros gque pueden intervenir en 1la

_,cuap@ificacién de nicotina por Espectrofotometria de absorcién
“atémica, permitié que se establecieran las condiciones &ptimas,

llegandose al establecimiento de la técnica mediante el uso de los
iones metdlicos cobre y zinc.

En el caso de la determinacién con cobre, se encontré que las
curvas de calibracién presentan una buena linealidad, con una
correlacién no menor de r = 0.99, indicando que la téenica tiene buena
repetibilidad y que pueden ser utilizadas con fines cuantitativos.
La cantidad minima detectable con esta determinacidén, es de 0.0115
mg/ml de nicotina.

La aplicabilidad, con fines cuantitativos, de las curvas de
calibracién, se ve reforzada al calcular 1la precisién de una
determinacion. Si ésta se realiza en el centro de los puntos de la
curva, se encuentra gue 5% < precisién < 10%, lo que la hace una
téenica analitica bastante aceptable. Cabe mencicnar que, para tener
buenos o mejores resultados en la precisién, es necesario incrementar
la cantidad de puntos en la curva y adquirir cierta experienclia en su
desarrollo experimental.

Como un estudio paralelo, se determinaron las condiciones 6ptimas
para la determinacién con zinc. Las curvas de calibracién con éste
metal, presentan una correlacién no menor de r = 0.999, indicando que
se tiene una linealidad y repetibilidad mejor que la de los resultados
obtenides con el cobre. La cantidad minima detectable 0.0075 mg/ml, es
menor que la obtenida con cobre, La precisién obtenida también se
encuentra entre: 5% < precisién < 10%. Concluyendose gque la
determinacién con zinc :
es analiticamente buena y también puede utilizarse con fines
cuantitativos.

Como referencia, se determindé la cantidad minima de nicotina
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cuantificable por el ya conocido método potenciométrico, encontr&ndose
que se pueden valorar concentraciones de alrededor de 0.5 mg/ml,
cantidad que es muy superior a la gque se puede determinar con las dos
técnicas anteriores.

5.2. ATROPINA.

Para la determinacién de atropina por espectrofotometria de
absorciébn atoémica, basada en la extraccién del alcaloide con el
tetratiocianato de cobalto, se estudiaron y establecieron los factores
que influyen sobre el sistema de extracceiédn del alcaloide, a saber:
pH éptime de 4.0, concentracién de N#«SCN de 4.2 M (con lo gue se
asegura la formacién del complejo extractante de tetratiocianato de
cobalto [CO(SCN)f] que a su vez forma con el alcaloide el par idnico
extraible) y 0.1 M de perclorato de potasio cono agente salino. La
extraccién se realiza con tres volumenes sucesives de 10 ml de
cloroformo, agitando durante 5 minutos a temperatura amblente.

La curva de calibracién obtenida con la técnica anterior tiene

una correlacién no menor de r = 0,999, lo gque indica una buena
linealidad y obkteniendose un intervalo de determinacién de 0.1 - 0.6
mg/ml de nicotina. Cabe mencionar que, alGn considerando las

condiciones 6ptimas para la extraccién del alcaloide, no se obtuvo un
rendimiento de extraccién cercano al 100%.

En comparacién con la determinacién de atropina por
espectrofotometria de visible~ultravioleta, con é&sta Gltima se
obtienen curvas de calibracién con correlacidén no menor de r = 0.999 y
un intervalo de determinacién de 0.25 - 1.25 mg/ml.

Ambas técnicas son aplicables, con la salvedad de gque sus
intervalos de determinacién son diferentes y de gque la posibilidad de
interferencias en la determinacién por v-ultravicleta es mucho mayor.

Con base en el estudio realizado de las condiciones 6ptimas para
la determinacién de atropina con tetraticcianato de cobalto, es de
suponerse gue el disolvente cloroformoe empleado para la extracclién,
sea el causante de los bajos rendimientos, que no permitieron el
cdlculo de precisién para esta técnica. Por lo que, se inicié el
estudio con otro disolvente y que es motivo de los trabajos de otra
tesis,
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6. FIGURAS.
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Curva de valoracion
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Curva de Calibracion
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Curva de Calibracion
de nicotina con zinc
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Influencia de pH
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Curva de Influencia
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