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RESUMEN

En el presente trabajo se pretendi6 desarrollar una metodologia quimico
analitica basada en la extraccién en fase solida por intercambio ionico,
aplicable a la deteccion y'éuantiﬁcacién de alcaloides presentes en Peumus
boldus. Con el objeto de evaluar las mejores condiciones para la
purificacion de los alcaloides,se efectud el estudio del comportamiento
cromatografico en capa fina de éstos con diferentes tipos de
intercambiadores de iones, variando las condiciones de pH, asi como la
polaridad del eluyente. Sin embargo, la complejidad de la matriz elegida
hizo que el proceso de purificacion mediante una sola etapa de extraccion en
fase solida fuera particularmente dificil, considerando ademas que en una
resina se presentan mecanismos combinados de absorcidn e intercambio
i6nico. A fin de lograr la optimizacidn de las condiciones de deteccion y
cuantificacion por Cromatografia de Gases de los alcaloides se sugiere el
empleo de una técnica de extraccion liquido-liquido o de extraccion en fase
solida, en adicion a la de intercambio idnico, a fin de lograr una efectiva

purificacion de la fraccion de alcaloides.



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL Y OBJETIVOS

1.1 INTRODUCCION GENERAL.

En general, la extraccion en fase solida es un proceso en el que los
analitos de interés contenidos en una muestra, ya sea liquida o que se
encuentra disuelta en una fase liquida, tienen mayor afinidad por un material
solido con el cual entran en contacto. Mediante extracciones muy selectivas
es posible obtener analitos altamente purificados y concentrados, si el
material solido los atrae de manera significativa, excluyendo a otros

componentes de ia muestra.

La extraccion en fase solida basada en el intercambio idnico ofrece alta
selectividad, por lo que la aplicaciéon de materiales intercambiadores de iones
en el analisis fitoquimico, puede dar como resultado un tratamiento
optimizado de extractos vegetales, en vistas a la obtencién de mejores
condiciones de deteccion y cuantificacion de especies ionizables,

particularmente de alcaloides.

Por otra parte, entre los métodos  patentados mas eficaces para el
aislamiento de alcaloides de material vegetal se encuentra el registrado por
Ciesielski, M.; Popiolek, S.; Kuczynski, J. y Jusiak, L. (1986),

aproximadamente 99% de los alcaloides presentes puede ser obtenido por
p P



este procedimiento). En él se efecttia la extraccion con una mezcla acuosa de
acido acético 0.01-5.0M y sus cloroderivados, e.g. acido tricloroacético 0.01-
0.1M. Este método involucra la extraccién con hidrocarburos clorados, e.g.
clorofor;no, altamente téxicos, por lo que el uso de un intercambiador de
iones para la concentracion de alcaloides, como etapa posterior a su

extraccion, puede resultar en una alternativa mas segura.

La boldina es un alcaloide fenolico representativo, presente en el boldo
(P. boldus), planta originaria de Chile cuyas hojas se usan contra algunas
afecciones del higado y de la vesicula, y como diurético. La importancia
quimica y farmacolégica del boldo fue motivo de una revision publicada por
Speisky, H. y Cassels, B.K. (1994), en donde se destaca la actividad
antioxidante de la boldina tanto en sistemas bioldgicos como no biologicos, lo
cual abre la perspectiva para su uso en una amplia gama de aplicaciones
medicinales e industriales.

En el caso particular del andlisis por crorﬁatograﬁa de gases de
aporfinas, grupo al que pertenece la boldina y la mayoria de los alcaloides
preséntes en el boldo (ibid, 1994), se ha informado el uso ventajoso de los
derivados trifluoroacetilados, debido a tiempos de analisis relativamente
cortos y menores riegos.de descomposicion térmica, en comparacion con los
'correspondientes derivados trimetilsililados (Green, J. F.; Jham, G. N;

Neumeyer, J. L.; Vouros, P., 1980).



1.2 OBJETIVOS.

Objetivo general.

Desarrollar una metodologia quimico analitica basada en la extraccion
en fase solida por intercambio i6nico, aplicable a la deteccion y cuantificacidon
de alcaloides presentes en Peumus boldus, con posible extension a otros

materiales vegetales.

Objetivos especificos.

Reconocer al proceso de intercambio iénico como una alternativa

altamente eficiente para la purificacion de alcaloides.

Reconocer que soélo mediante la comprension de los mecanismos de
‘reparto de analitos entre una fase liquida y una sélida, es posible hacer una

eleccion apropiada de la técnica de extraccion en fase solida a emplear.

Optimizar las condiciones de deteccion y cuantificacion por

Cromatografia de Gases de alcaloides presentes en material vegetal.

(%)



CAPITULO Il. FUNDAMENTOS DEL INTERCAMBIO IONICO

2.1 HISTORIA DE LOS INTERCAMBIADORES DE IONES.

El intercambio idnico, como proceso, es un fendémeno natural que
ocurre en suelos, minerales, y tejidos tanto de plantas como animales. En cada
caso hay sitios activos, o grupos de sitios, que toman parte en equilibrios de
intercambio. El hombre ha utilizado histéricamente este fendomeno natural sin
comprender el mecanismo involucrado. No fue hasta 1850 que H. Thompson
y J. T. Way (Simon, G. P., 1991), quimicos agrénomos, reconocieron y

describieron el proceso conocido como intercambio i6nico.

En 1935, B. A. Adams y E. L. Holms (ibid, 1991) en Inglaterra,
desarrollaron y patentaron polimeros condensados como sustratos
estructurales para varios grupos funcionales, creando, asi, los materiales
intercambiadores de aniones y cationes. Los intercambiadores cationicos
fueron preparados uniendo grupos de acido sulfénico (-SO;’H') a una matriz
de polimero de fenol formaldehido. Los intercambiadores anionicos fueron
preparados uniendo grupos-amino (-NH,) a una matriz similar. De hecho, el
material resultante no fue el intercambiador de aniones fuertemente basico
actualmente disponible, sino que actuaba como un adsorbente capaz de
remover solo acidos libres. del flujo de proceso. Cuando estos dos productos
(intercambiador cationico en la forma de hidrogeno e intercambiador aniénico
en la forma de base libre) fueron utilizados en series, la deionizacion del agua

pudo ser realizada por primera vez. En consecuencia, el proceso de



intercambio idnico llegd a ser mas versatil. Los materiales de intercambio de
aniones (adsorbentes de acidos) desarrollados por Adams y Holms, no
removian sustancias débilmente disociadas, tales como los acidos carbénico o
silicico, del agua procesada. La sintesis de materiales de intercambio de
aniones fuertemente basicos en 1940, hizo posible la remocion de especies
débilmente disociadas. Asi, se pudo realizar la completa desmineralizacion

del agua.

En 1945, G. T. D’Alelio (ibid, 1991) desarrollé polimeros organicos
sintéticos, usando estireno y divinilbenceno como mondmeros. El
divinilbenceno es un constituyente minoritario que cumple la funcién de
entrecruzador en la matriz tridimensional del copolimero resultante.
Materiales intercambiadores de cationes fuertemente acidos y de aniones
fuertemente basicos pudieron ser preparados sobre esta matriz polimérica de

alta estabilidad.

En 1947, W. C. Bauman y colaboradores (Bauman, W. C.; Eichorn, J.,
1947) tuvieron éxito en preparar estos polimeros en forma de esferas (hasta
entonces, todos los intercambiadorés de iones habian estado disponibles solo
en forma granular). Mientras que C. H. McBurney, R. M. Wheaton y otros
(Simon, G. P., 1991) demostraron que el tamafio de las esferas podia ser
controlado dentro de un rango estrecho. Ademas, McBurney y el equipo de
Wheaton y.Bauman (Wheaton, R. M.; Bauman, W. C., 1947) prepararon
exitosamente intercambiadores de iones fuertemente basicos sobre estas

estructuras poliméricas en forma de esferas.



En la actualidad hay varios fabricantes de intercambiadores de iones,
que comercializan sus productos bajo diferentes marcas y nombres
comerciales. Por tanto, es confuso tratar de encontrar intercambiadores de
iones equivalentes entre tal diversidad de designaciones. Ademas, la literatura
comercial con frecuencia:-.-'guia hacia la creencia de que cierto producto del
fabricante es, en cierto modo, mejor a cualquier otro. El desempefio de
operacion y, en general, las propiedades quimicas de un intercambiador de
iones, dependen principalinente del grupo funcional, y en menor medida de la

naturaleza de la matriz que soporta dicho grupo.

2.2 PROPIEDADES FISICAS DE LOS INTERCAMBIADORES DE
IONES

Debido a que los intercambiadores de iones son, en cierto modo,
electrélitos solidos, es casi imposible separar las discusiones sobre sus
propiedades fisicas y quimicas. Hay, sin embargo, algunos fenémenos fisicos
que estan directamente relacionados con la estructura del copolimero de

estireno-divinilbenceno.
Porosidad.

La mayoria de los iones comunes son relativamente pequerios (<10 A).
Sin embargo, algunos acidos organicos pueden llegar a tener pesos
moleculares muy altos (100,000 ¢ més) y tamafios mayores a 100 A. Estos

acidos orgénicos se intercambian sobre resinas anionicas y, debido a su gran



tamafio, con frecuencia son dificiles de remover por procesos normales de
regeneracién. Hay materiales de intercambio idnico que han sido
desarrollados para operar en presencia de especies voluminosas. Algunos de

estos productos tienen tamafios de poro superiores a 100,000 A
Grado de entrecruzamiento (Porcentaje de divinilbenceno).

El porcentaje de entrecruzamiento puede variar en un amplib rango. En
la actualidad, los intercambiadores de iones comerciales estan limitados en el
rango de 2-16% en peso de divinilbenceno. Abajo de 2%, el intercambiador
carece de la fuerza mecdnica para resistir los cambios de volumen que ocurren
durante la operacion normal. Arriba de 16%, la estructura del polimero se
resiste a la hidratacién, por lo que la produccion de un intercambiador de

iones se vuelve dificil y costosa.

El grado de entrecruzamiento se relaciona con la porosidad del
intercambiador de iones, es decir, a mayor grado de entrecruzamiento, menor
es la porosidad de la resina. Una resina X8 (8% de divinilbenceno) es
considerada de mediana porosidad, las resinas X2 y X4 son de alta porosidad,
mientras las resinas X10, X12 y X16 son de baja porosidad. Las resinas. de
mayor porosidad tienen mejores propiedades cinéticas pero menor capacidad
de intercambio. Las resinas altamente porosas son Utiles cuando se desea
intercambiar iones 6rgénicos voluminosos. Las resinas X8 o X12 seran
apropiadas en la mayoria de las aplicaciones con jones inorganicos comunes

(The Dow Chemical Company, 1971).



Hinchamiento.

Los grupos activos unidos a la matriz del polimero se hidratan cuando
éste es sumergido en agua. Por tanto, el intercambiador de iones absorbe agua
al pasar del estado seco al hiimedo. La cantidad de agua absorbida dependera
de la naturaleza del grupo activo, del ion intercambiable asociado al grupo, y
del grado de entrecruzamiento. Al aumentar el grado de entrecruzamiento, la '
cantidad de agua que retiene el intercambiador disminuye. En consecuencia,
los intercambiadores de iones con bajo grado de entrecruzamiento se
hincharan en mayor medida que las resinas de la misma forma i6nica, con alto

grado de entrecruzamiento.
Rigidez.

La rigidez de un intercambiador de iones se halla en razén directa con
el grado de entrecruzamiento. Una resina con 2% de DVB sera menos rigida
y, por lo tanto, mas susceptible de sufrir rupturas internas que una con mayor
grado de entrecruzamiento. Un buen material de intercambio ionico debe ser
uniformemente esférico, sin rupturas internas, resistente a la compresion
mecénica, y no quebradizo. Ademas, debe ser lo suficientemente flexible para
soportar miles de ciclos. de operacion que involucran hinchamiento y
contraccién, sin desarrollar presiones internas que tiendan a fracturar las

esferas.



Tamaiio de malla.

Los materiales de malla fina tienen altas eficiencias de operacién y
regeneracion, debido a sus mejores propiedades cinéticas. Las desventajas en
el uso de resinas de malla muy fina son que tienen un costo relativamente alto
Y presentan una mayor caida de presion que los intercambiadores de malla
mas gruesa. La malla de 200-400 es la mas empleada en aplicaciones de

extraccion en fase sélida.
Difusion.

A fin de que un ion pueda intercambiarse con un contraion, el ion debe
difundirse a través de la capa limite y de la fase solida de la resina hasta un
-punto donde pueda reaccionar con el contraion. Ademas, el contraion, ahora
libre, debe difundirse hacia la fase liquida de la solucion externa para
completar la reaccion. En general, la velocidad a la que se lleva esta difusion
estd en -relacion inversa con el tamafio de particula y el grado de

entrecruzamiento del intercambiador.



2.3 PROPIEDADES QUIMICAS DE LOS INTERCAMBIADORES DE
IONES

Las siguientes reglas del equilibrio quimico son aplicables a los

procesos de intercambio 10nico:

a) El incremento del area interfacial por unidad de masa de resina aumentara
la velocidad de reaccidn, pero no las concentraciones o condiciones al
final del equilibrio.

b) A una temperatura dada, cada sistema tiene un estado de equilibrio ﬁnicd,
el cual puede ser defintdo pbr una constante de equilibrio.

¢). Un incremento en la temperatura aumentara la velocidad de reaccion,
pudiendo alterar la constante de equilibrio. Cuando esto ocurre el cambio

sera en la direccion en que se absorba calor o energia.

Las principales propiedades quimicas de un material de intercambio
ionico, que afectan su aplicacion y desempefio son la ionizacion y el
equilibrio. Estas propiedades estan relacionadas fundamentalmente con la

naturaleza quimica del grupo activo unido a la matriz del polimero.
Tonizacion.

A fin de que e! proceso de intercambio ionico se lleve a cabo de manera
efectiva, es importante trabajar en condiciones que favorezcan la ionizacion

de los grupos activos en los materiales intercambiadores de iones. La

10



informacion mostrada en la Tabla 1 indica que, en términos generales:

a) La ionizacién del intercambiador de cationes fuertemente acido se
favorece a valores de pH mayores que 1.

b) La ionizacion del interéarﬁbiador de aniones fuertemente bdasico se
favorece a valores de pH menores que 13.

¢) La ionizacion del intercambiador de cationes débilmente acido se favorece
a valores de pH mayores que el rango mostrado en la Tabla 1.

d) La ionizacion del intercambiador débilmente basico se favorece a valores

de pH menores que el rango mostrado en la Tabla 1.

Intercambiador de iones Grupo funcional pKa*
activo aproximado
Cationico fuertemente acido R-SO5° <
Cationico débilmente acido R-COO 4-6

Anionico fuertemente basico

Tipo 1 " R-N"(CHj3); >13
Tipo 2 'R-N*(CH;).C,H,OH >13
Anidnico débilmente basico R-NR, 7-9

Tabla 1 Valores de pKa de intercambiadores de iones

* E] valor de pKa de un grupo funcional acido GH esta definido como el logaritmo negativo

de la constante Ka del equilibrio de disociacion (R indica especie quimica en resina):

Ka = [GIRHR
[GHIx

11



Capacidad

La capacidad de un intercambiador y los datos relacionados se emplean

para dos propositos: en-la caracterizacion de las resinas y para calculos

numeéricos en operaciones de intercambio idnico. En el primer caso, la

capacidad debe estar definida, si es posible, de modo que sea una

caracteristica constante del material y sea independiente de las condiciones

experimentales. En el segundo caso, es mas practico usar otras definiciones o

cantidades que reflejen el efecto de las condiciones de operacion (Tabla 2).

Concepto

Definicion

Observactiones

Capacidad (maxima capacidad,

capacidad de intercambio

10nico).

e (apacidad en peso.............

o (apacidad en volumen

Cantidad de grupos
iondgenos por cantidad
especificada de
intercambiador.

meq/g de resina seca,

en forma de H' o CI.
meqg/ml de resina, en
forma de H o CI,
completamente hinchada

con agua.

Constante usada para
la caracterizacion de
intercambiadores de

iones.

Tabla 2. Definiciones de capacidad (Helfferich, F., 1962).
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Capacidad aparente |Cantidad de contraiones Es menor que la

(capacidad efectiva) |intercambiables por capacidad maxima
cantidad especificada de cuando los grupos
intercambiador. Al'igual iondgenos no estan

que la capacidad maxima, |{completamente
también puede expresarse  jionizados. Depende de
en unidades referidas a las condiciones

masa o volumen. experimentales (pH,
concentracion de la

solucion, etc.)

Capacidad util Capacidad utilizada cuando | Depende de las
no se alcanza la condiciéon | condiciones

de equilibrio. experimentales
Las unidades pueden (velocidad del

referirse a masa o volumen. |intercambio idnico).

Tabla 2. Definiciones de capacidad (Helfferich, F., 1962) (continuacion).
Equilibrio

La naturaleza del equilibrio de intercambio de iones es complicada y

variada, lo cual resulta en una amplia gama de aplicaciones para este proceso.

Como evidencia de esta versatilidad, en las Tablas 3 y 4 se muestran los
coeficientes de selectividad (constantes de equilibrio) para varios iones en
intercambiadores cationicos fuertemente acidos y anionicos fuertemente

basicos, respectivamente.
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Grado de Entrecruzamiento

lones 4 8 12 16
Iones monovalentes

H 1.0 1.0 1.0 1.0
Na | 1.3 1.5 1.7 1.9

NH,4 1.6 1.95 2.3 2.5
K 1.75 2.5 3.5 4.5
Rb 1.9 2.6 3.1 3.4
Cs 2.0 2.7 . 3.2 3.45
Cu 3.2 53 9.5 14.5
Ag 6.0 7.6 12.0 17.0

[ones divalentes

Mg 2.4 2.5 2.6 2.8
Fe 2.4 2.55 2.7 2.9
Zn 2.6 2.7 2.8 3.0
Cd 2.8 2.95 3.3 3.95
Ni 2.85 3.0 3.4 4.15
Ca 3.4 3.9 4.6 5.8
Pb 5.4 7.5 10.1 14.5
Hg 5.1 7.2 9.7 14.0
Ba 6.15 18.7 11.6 16.5

Tabla 3. Coeficientes de Selectividad de lones en una Resina Catiénica Fuertemente Acida

(Simon, G.P., 1991).
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Iones monovalentes Tipo 1 Tipo 2
Hidroxido 1.0 1.0
Bencensulfonato >500 75
Salicilato 450 65
Citrato 220 23
Yoduro 175 17
Bisulfato 85 15
Clorato 74 12
- Bromuro 50 6
Cianuro 28 3
Bisulfito 27 3
Bromato 27 3
Cloruro 22 23
Bicarbonato 6.0 ‘ 1.2
Yodato 5.5 0.5
Formiato 4.6 0.5
Acetato 3.2 0.5
Propionato 2.6 0.3
Fluoruro 1.6 0.3

" Tabla 4. Coeficientes de Selectividad de lones en una Resina Ani6nica Fuertemente Bésica

(Simon, G.P., 1991).

15



2.4 CARACTERISTICAS DE RESINAS COMERCIALES.

En la Tabla 5 se muestran algunas caracteristicas de resinas anionicas y

cationicas (The Dow Chemical Company, 1993).

Resina Grado de |Forma idnica| Porcentaje | Capacidad de
entrecruza-| comercial | de retencion | intercambio

miento de agua idnico, meg/mi
Dowex 50W 2 H 74-82 0.6
(resing cationica 4 H' 64-72 1.1
Fuertemente acida) 8 IHT 50-58 1.7
Dowex 1 2 Cl 70-80 0.6
(resina anionica 4 cr 55-63 1.0
fuértémente 3 ' or 3045 [ 2

basica)

Tabla 5. Caracteristicas de resinas anidnicas y cationicas.

Si se desea emplear un intercambiador para la retencion de acidos muy
débiles, entonces la resina de eleccion es del tipo Dowex 1, dado su mayor
caracter basico, en comparacién con la resina Dowex 2, aun cuando ambas
son resinas fuertéemente basicas. Por otra parte, la resina Dowex 30W,
fuertemente acida, se recomienda para procesos que involucran la retencién
de bases relativamente débiles, mientras para la retencion de bases fuertes, el
uso de intercambiadores débilmente 4cidos, como Amberlite IRP-64, es mas

conveniente a fin de tener una mejor eficiencia de regeneracion de la resina.
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2.5 APLICACIONES D_E:A‘.LOS INTERCAMBIADORES DE IONES EN EL
ESTUDIO DE ALCALQIDES.

Los intercambiadores de iones han sido ampliamente usados en el
aislamiento de compues'tos presentes en material vegetal. Su uso en
bioquimica vegetal es tan general que no es factible mencionar o aun localizar
todos los casos en que los intercambiadores de iones han sido empleados en el
trabajo con los constituyentes de las plantas. En la Tabla 7 se enlistan algunos
articulos representativos de aplicacion de intercambiadores de iones en el

*

estudio de los alcaloides.

El uso comun de intercambiadores de iones involucra la remocion de
sustancias ionicas que podrian interferir con la subsecuente purificacion de
.compuestos no ionicos. Mediante el empleo de un intercambiador cationico
en forma de hidrogeno es posible remover practicamente todos los cationes
metalicos, seguido por el uso de un intercambiador aniodnico a fin de remover
acidos inorganicos y &cidos organicos de bajo peso molecular. Con este
procedimiento se facilita el aislamiento de‘componentes no ionicos o de alto

peso molecular.
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The Absorption of Quinine by a Carboxylic

Acid lon Exchange Resin.

Saunders, L.; Srivastava, R.,

1950.

The Separation of Morphine from Codeine by

Means of lon Exchange.

Grant, E. W.; Hilty, W. W,
1953,

Quantitative Determination of Morphine in
Opium by Gas-Liquid Chromatography.
En este articulo la morfina fue purificada por

medio de resinas de intercambio 1dnico.

E.;
A.,

Brochmann-Hanssen,
Baerheim Svendsen,

1963.

Studies with Ion-Exchange Resins on

Cinchona Alkaloids. Effects of the lonic Form

and of the Solvent Medium.

Bhat, C. V.; Kamath, B. R ;
Shah, R.S.; Kanhere, S.8.;
Bafna, S. L., 1968.

Chromatographic Behaviour of Alkaloids on

Thin Layers of Anion and Cation Exchangers.

Lepri, L.; Df{sideri, P. G,;
Lepori, M., 1976.

Isolation, Characterization and Analysis of
Polyhydroxy Alkaloids.
En este ariculo se recomienda el uso de

intercambiadores de iones en el proceso de

purificacion de alcaloides polihidroxilados.

Molyneux, R. J., 1993,

Tabla 7. Ejemplos de Aplicacién de Intercambiadores de lones en el Estudio de Alcaloides.

19



CAPITULO Ill. CARACTERISTICAS DEL BOLDO Y LA BOLDINA

3.1 GENERALIDADES DEL BOLDO.

El Boldo (Peumus boldus Mol., Monimiaceae) representa un caso de
una planta medicinal cuyo uso estd fuertemente arraigado en la medicina
tradicional, y que durante este siglo ha sido objeto de considerable atencidn
desde el punto de vista farmacoldgico. Por lo menos dos factores han
contribuido al reciente resurgimiento del interés en esta espelcie: la
acumulacion de una amplia base de conocimiento quimico de sus
constituyentes (aislamiento, identificacion y cuantificacién), y su percepcion
cultural muy difundida como una planta medicinal efectiva para el tratamiento

de desordenes digestivos y hepatobiliares.

El boldo es un arbol originario del centro y sur de Chile. Descrito
botdnicamente en el siglo XVIII por el abate Molina, P. boldus crece
espontaneamente en Chile entre los 33° y 39° de latitud sur desde la calida y
- semiarida region de Limari hasta el frio y lluvioso Osorno. Los arboles
maduros de Boldo miden entre 6 y 12 m de alto, aunque algunos especimenes
pueden alcanzar mas de 20 m. Sin embargo, después de que el tronco ha sido
cortado, el Boldo ocurré como un arbusto con varios tallos principales. El
nombre “boldo” se deriva presumiblemente de los verbos Mapuches “weltun”
(retofiar) o “volitin” (extender nuevas raices), que podrian referirse a esta
caracteristica. Las hojas del boldo son-perennes, correosas, aovadas-elipticas,

con su lado superior densamente glandular de color verde oscuro y un lado
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inferior rico en pili fascicular de color verde grisaceo claro. La estructura de
las hojas de boldo se describe en varios libros de farmacognosia, y la
anatomia e histologia de la corteza también han sido estudiadas. Debido a que
el Boldo sélo crece en abundancia en Chile; este pais ha sido por décadas la
Unica fuente original de las hojas y la corteza, actualmente exportando cerca
de 800 toneladas de hojas de boldo secas por afio, principalmente a Argentina,

Brasil, Italia, Francia y Alemania (Speisky, H.; Cassels, B. K., 1994).

Siendo una de las plantas medicinales mas comunes de Chile, el Boldo
es empleado en la forma de infusiones, tinturas y extractos. En la practica de
la medicina tradicional, las preparaciones de Boldo son generalmente
indicadas para el tratamiento de enfermedades, entre las cuales los desordenes
digestivos y hepatobiliares han sido los mas cominmente mencionados. La
indicacion farmacoldgica mas antigua del boldo probablemente no es para el
tratamiento de desordenes del higado, ya que la gente Mapuche
aparentemente usaba el boldo en el tratamiento contra el reumatismo. Hojas
de boldo fosilizadas con 13,000 afnos de antigiiedad que presentan la
impresion de molares humanos, han sido localizadas en un sitio arqueoldgico
al sur de Chile (Dillehay, T. D., 1984), pero de ello s6lo puede suponerse que
los antiguos habitantes de esa region consumian las hojas como medicina o
simplemente por su sabor agradable y refrescante. Otras indicaciones para el
uso del boldo son muy diversas pero no estan confirmadas. De acuerdo a los
tratados sobre plantas medicinales, el boldo ha sido usado para el dolor de
cabeza y oidos, congestion nasal, reumatismo, “debilidad nerviosa”,
hidr0pesia, dispepsia, flatulencia, dolor menstrual, sifilis y gonorrea, ademas

de atribuirsele propiedades sedantes e hipnoticas suaves.
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Mas alla de su uso en la medicina tradicional, las preparaciones basadas
en el boldo han sido descritas en varios textos farmacognodsticos oficiales,
incluyendo la farmacopea francesa, la Martindale Extra Pharmacopeia y las
farmacopeas oficiales de Brasil, Chile, Alemania, Portugal, Rumania, Espana
y Suiza. En la actualidad hay mas de 60 productos farmacéuticos registrados
en diferentes paises qué incluyen el boldo o sus constituyentes, usualmente
como ingredientes minoritarios, en sus formulaciones. La mayoria de estas
preparaciones que contienen boldo son indicadas para el tratamiento de
desordenes digestivos y/o hepatobiliares. El boldo también es usado

actualmente en medicina homeopatica.

3.2 CONSTITUYENTES QUIMICOS DEL BOLDO.

Estudios sobre los constituyentes quimicos del boldo, iniciados en la
segunda mitad del siglo pasado, continGan apareciendo. Se ha informado que
las hojas de boldo contienen 1.2% de taninos y 2-3% de aceites esenciales
(hasta 45% de ascaridol, 30% de cineol, y por lo menos otros 22
constituyentes identificados, principalmente terpenoides). La variacion
estacional de la composicion del aceite esencial ha sido estudiada. El aceite
esencial del boldo fue empleado hasta recientemente en medicina por sus
reconocidas propiedades antihelminticas, debidas a la presencia de ascaridol.
Flavonoides estan presentes (p. ej. quercetin), y cinco glicosidos de flavonol
han sido identificados: peumésido (ramnetin-3-arabindsido-3’-ramnésido),

boidosido (isoramnetin 3-glucésido-7-ramndsido), fragésido (un isoramnetin
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diramnosido),  kaemferol-3-glucésido-7-ramnosido, e  isoramnetin-3-

arabindsido-7-ramnosido (Speisky, H.; Cassels, B. K., 1994).

Los alcaloides fueron reconocidos tempranamente como los
componentes activos en el boldo. De éstos, la boldina fue el primero en ser
aislado, hace mas de 120 aros, por Bourgoiﬁ y Verne (ibid, 1994). Esta
sustancia fue preparada en estado puro en 1922, en los laboratorios de Merck,
y su estructura fue probada anos mas tarde, por Spidth y Tharrer, ¢
independientemente por Schlittler, como (S)-2,9-dihidroxi-1,10-dimetoxi-
aporfina (I, Figura 1) (ibid, 1994). Ademas de la boldina, por lo menos otros
seis alcaloides aporfinicos (isoboldina II, isocoridina 1II, norisocoridina 1V,
N-6xido de isocoridina V, N-metil laurotetanina VI, laurotetanina VII y
laurilitsina VIII) han sido identificados en P. Boldus (Riiegger, A., 1959y
Hughes, D. W.; Genest, K.; Skakum, W., 1968). Hay evidencia, sin 'embargo,
de la presencia de por lo menos 17 diferenltes alcaloides en el boldo (ibid,
1968). Un aporfinoide minoritario aparenfemente preseﬁte en la corteza del
boldo, pero que bien podria ser un artefacto del aislamiento o almacenamiento
es 6a,7-dehidroboldina (IX) (Urzla, A.; Torres, R., 1984). Entre los alcaloides
no aporfinoides de esta planta, la benciltetrahidroisoquinolina reticulina (X,
Figura 2) (Hughes, D. W.; Genest, K.; Skakum, W., 1968) es un precursor
biosintético comiin de aporfinas 1,2,9,10- y 1,2,10,11-tetraoxigenadas. Mas
recientemente, se ha aislado una mézcla de (R)- y (S)-coclaurinas (XI, Figura
2) de la corteza del boldo (Asencio, M.; Cassels, B. K. Speisky,
H.:Valenzuela, A., 1993), la Gltima de las cuales, ademas de ser precursor
clave de la reticulina, sufre una amplia variedad de biotransformaciones para

originar la mayoria de los otros alcaloides isoquinolinicos (Stadler, R.;
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Kutchan, T. M.; Loeffler, S.; Nagakura, N.; Cassels, B. K.; Zenk, M. H., 1987
y Stadler, R, Kutchan,_l T. M.; Zenk, M. H., 1989). Dos alcaloides
estructuralmente divergent_é:s derivados de la coclaurina, aislados de la corteza
del boldo son proapé'rﬁna (R)-pronuciferina  (XII, Figura 3) vy

morfinandienona sinoacutiha (X111, Figura 4) (Urzla, A.; Acuia, P., 1983).

R*O_ PN
! {\. ,/"I 6 \_Rf‘
R I O,//L\v/" 'h-i/ l
. | = { -
R o 7 I R' :R% - (CH,4
"';.--.: ' RY = Rl'. = H
. ) R® = OH
.
H;«CO Y H R.: = Rl’j - C}'I'l
9 R'=R!=H
" R® = OH
Il R'=R?=R%=CH;
Rl] — OH
R*=H
IV R!=R?=CH;
R = OH VIl R! = R?=CH,
Ré=R¥=H R’ = OH
R® =R =H
3, RJ . R‘l — CHJ
R" = CH3, 0 VIl R!=CH,
R!'' = QH ' : Rf‘zOH
R = R? = R¢ = R} = H
V] R; = R* l= R® = CH, 1X ggarr;ocegl I, con doble enlace
R = OH
RV =H

Figura 1

24



HyCO

N-R* X R?=CH,

R'“ =OCH3
XI R2=R!U=H

HO

HO
Rll
Figura 2
HO
HsCO
- IO N-CH,
H4;CO
— : I, N-CH,
// ) | \[('J
:> S 0
O
X1 XIII
Figura 3 Figura 4

La boldina se ha ehcontrado como un constituyente minoritario en mas
de una docena de otras especies de plantas pertenecientes a las familias
Lauraceae, Magnoliaceae y- Monimiaceae, junto con muchosﬁ otros
aporfinoides (Guinaudeau, H.; Leboeuf, M.; Cavé, A., 1975, 1979, 1983 y

1988). Se¢ ha informado que las hojas secas de Peumus boldus tienen un
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contenido de alcaloides de 0.4-0.5% (Riiegger, A., 1959), del cual

aproximadamente 12-19% corresponde a boldina (Van Hulle, C.; Braeckman,

P.; Van Severen, R., 1983). La corteza del boldo es una fuente especiélmente

rica en alcaloides, de los cuales boldina constituye cerca del 75% (Urzua, A ;

Acuiia, P., 1983).

3.3 DETERMINACION DE BOLDINA.

En la Tabla 8 se eniistan diferentes métodos para la determinacion de

boldina:

Métodos

Referencias

Determinacion colorimétrica por

alcalinizacion del bromhidrato.

Malcangio, A.M., 1955.

Determinacion colorimétrica con el

Reactivo de Folin-Ciocalteu.

Sobiczewska, M.; Borkowski,

B., 1972.

Determinacion espectrofotométrica como

tetrafenilborano.

Gautier, J. A.; Renault, J;
Rabiant, J.,‘ 1959.

Determinacion densitométrica

Di Renzo, N., 1972.

Cromatografia de gases de su derivado

trifluoroacetilado.

Quéfcia, V.;.Cavazzuti, G,;
Merli, F., 1970.

Vr_sln Hullé, C, Braeckman,
P.; Van Severen, R., 1983,

~ Tabla 8. Determinacién de Boldina.



Cromatografia de liquidos de alta eficiencia.

Quercia, V.; Bucci, B.; lela,
G.; Terracciano, M.; Pierini,
N., 1978. |

Betts, T.J., 1990.

Pietta, P.; Mauri, P.; Manera,
E.; Ceva, P., 1988.

Speisky, H.; Cassels, B.K;
Nieto, S.; Valenzuela, A.;
Nuifiez-Vergara, L. J., 1993.

Tabla 8. Determinacion de Boldina (continuacion).

La determinacion del contenido total de alcaloides se basa en la

purificacion de éstos, aprovechando sus propiedades de particion en un

sistema agua/disolvente organico, y su cuantificacion posterior por volumetria

o gravimetria ("Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos", 1994).
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CAPITULO IV. ASPECTOS TEORICOS SOBRE LA
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

4.1 ASPECTOS GENERALES

El método cominmente usado para la determinacién de valores de Ry es
simplemente una instruccion a seguir: medir dos longitudes en el

cromatograma y calcular su cociente:

_ distancia recorrida por lamancha, z,
» distancta del frente - distancia de aplicacion, z;¢ - z,

M R) =R

Este valor de Ry “observado” sélo describe numéricamente la posicion
de una mancha en un cromatograma. No dice nada sobre el proceso

cromatografico ni otras condiciones que han generado e! resuitado.

Frente —
Mancha =
Zr
z,
Punto de aplicacion
\\\'\*
Z
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Este sencillo procedimiento de medicién contrasta con las definiciones
del valor de R; termodinamico, R's, el cual esta basado en el equilibrio de

distribucion de una sustancia entre una fase moévil y una fase estacionaria

(Geiss, F., 1987).

(I) R'r= probabilidad promedio de residencia de una molécula de

sustancia en la fase movil.

(III) R’y = fraccion del tiempo de residencia de una molécula de sustancia

en la fase movil.
er = t:'n/(tm + ts)
(IV) R'¢= fraccidon de moléculas de sustancia en la fase movil.
R’f = nm/(nm + ns)
0
R’y = m,/(m,, + my)

(V) I -R't=fraccion de moléculas de sustancia en la fase estacionaria.

[ - R't= n/(ng + ny)
6

I - R'y=my/(my + my)
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Las definiciones (II).a (IV), aunque formalmente diferentes, significan

lo mismo. Otra definicién termodinamica es la siguiente:

velocidad de migracion de la mancha para una distancia z dada

(VI) R'y= : . ) .
velocidad de migracidn del eluyente a la distancia z

El valor de R'; definido de acuerdo a (VI) cambia durante la corrida.
Iniciando desde un valor relativamente bajo, se aproxima mas o menos

rapidamente, al valor de R’y definido en (VII):

velocidad de migracion de la mancha

VII) R'¢=
(VID R¢ velocidad de migracion del frente del eluyente

Por otra parte, la razon de las concentraciones al equilibrio de una

sustancia en las fases estacionaria y mévil es el coeficiente de distribucion K.

concentracion de soluto en la fase estacionaria, ¢

VIII =
( ) K concentracion de soluto en la fase movil, ¢y,

De las definiciones (IV) y (VIII) se obtiene:

‘m c V. -V \Y
IX) R.o=——m - mm _ _m = m
f " m +m ¢V +cV V +(rre )V V +KV
m S m m S S m s m S m S
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Rearreglando términos y sustituyendo V¢V, por AJ/A,, se llega a la

ecuacion de Martin-Synge (1941):

1
fF1+K(AS/A )

X) R

Vs vy V. son los volimenes de las fases estacionaria y movil,
respectivamente. V¢/V, es numéricamente igual a A/A,, (Ia razon de las dreas
de la seccion transversal de las fases). El término K(A¢/A,,) se denomina k'

(“nimero de distribucidn” o “factor de capacidad”). Por lo tanto,

1 1
XI) R.=—— ; (XII) k'=——-1
D Re=i (‘ : R,

Discusion de la ecnaciéon de Martin-Synge.

La dependencia de R; respecto a K o k' y AJ/A,, descrita en las
ecuaciones (X) y (XI), no es lineal sino sigmoidal, como se muestra en la
Grafica 1. Para valores muy pequefios y para valores muy grandes de K, R'r se
aproxima asintGticamente a 1 y 0, respectivamente. En estos intervalos
extremos, incluso muy grandes variaciones de K producen cambios minimos
de R;. Por esta razon, valores muy grandes o muy pequefos de R’y , aﬁn
afectados por factores - externos,  son mas reproducibles que valores
iﬁtermedios de R'¢, sujetos a los mismos factores (Moffat, A. C., 1975). La
maxima sensibilidad de R’; respecto a los cambios de K es en el punto de
inflexion, es decir a R’y =0.5, donde K(AJ/An) = k' = 1. En el ejemplo de la

Grafica 1, el punto de inflexion esta en K=10 porque A/A,, = 0.1
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Grafica 1. Curva de R'f vs. el coeficiente de distribucion K
El valor medido (Ry).,s puede igualar al valor “real” R'; [ecuacion (X)]
solo si se cumplen las siguientes condiciones (Geiss, F., 1987):

¢ la razon de fases AJ/A,, sea constante a lo largo de la capa fina la

composicidn fisicoquimica de la capa sea constante.

e la velocidad del frente iguale a la velocidad del eluyente en la

posicion de la mancha.

e no haya moléculas de eluyente o de cualquier otro liquido mévil en

la capa antes de que la corrida se efectte.
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El valor R,,

El valor de Ry no presenta relacion lineal con ningun parametro basico
de cromatografia en capa fina, Tal linealidad existe, sin embargo, para el
denominado “valor R,,”, el cual es una funcion logaritmica del valor de Ry

Segin Bate-Smith, E. C. (1950):

(XID) R =1 YR g
= lo =log| ——1
_=log 3 g 3

La ecuacion (X) puede ser transformada en:

1 :
(XIV) ——-1=K(A /A )=k
f

De (XIII} y (XIV) se obtiene:

(XV) R = log(A_/A_)+logK =logk’
Influencia del pH

Para los compuestos que se disocian en agua, los valores de Ry
dependen no solo del coeficiente de distribucion K, sino también de las
constantes de disociacién K, y K, de la sustancia. Este hecho puede ser
aprovechado cuando los coeficientes de distribucion de dos sustancias no
difieren lo suficiente para efectuar una separacion en sistemas cromatograficos

comunes. Sin embargo, si sus constantes de disociacion son significativamente
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diferentes, es posible una separacion mediante disolventes acuosos a ciertos

valores de pH .

Las principales aplicaciones de las separaciones controladas por pH se
hallan en la cromatografia de intercambio idnico. No obstante existen
numerosos ejemplos de separaciones sensibles al pH en fase normal y fase

reversa.

En la ecuacion (XII) se definio el factor de capacidad k', el cual
representa la razon de la cantidad de sustancia en la fase estacionaria, respecto
a la cantidad de sustancia en la fase movil al equilibrio. La ecuacion (XII)
también puede escribirse de la siguiente manera:

I-R!
(XVD) k'= K(A /A )= =it _ cantidad de sustancia en |a fase estacionaria

cantidad de sustancia en la fase mov1l

En el caso de un acido HA es posible definir:

. l_Rf ) I_Rr
(XVID k'=K(A /A )=--—Lx HA] _ "¢, [HA]

R’f [A’]Tot i R'f . [HA]'*'[A-]

con una constante de disociacion:

(XVIIDK _[ATHT]
. [HA]
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De (XVII) y (XVIII) se obtiene:

"Ry IH)

Re  [H']1+K

(XIX) k'= K(AS /A )=

Rearreglando términos se llega a la ecuacion establecida por Golumbic

C. (1950) que relaciona Ry con pH para acidos en cromatografia de capa fina.

(XX) R’ = Lo

Cols K(A_/A )[1+100HPK)

La correspondiente ecuacion para Ry, es:

(XXI) R _=log[K(A /A_)]+log[1+10P" PE]

Para valores de pH mucho mayores que pK,, es decir, en el intervalo de

disociacion fuerte del 4cido, esta ecuacion se simplifica:
(XXII) R = log[K(AS /Am )]+ pH - pKa =logk'+ pH - pK_

En el caso de acidos, el valor de R,, se incrementa al aumentar el pH.

Bajo las condiciones de la ecuacion (XXII) este incremento es lineal.

Asismismo, en el caso de la base conjugada A" puede definirse:

l-Rf

AT VR A7)

(XXI1I) k':K(AS/Am5= X ;
RL T[A], Ry [HAJ+[A']

35



De (XVIII) y (XXIII) se llega a:

. I-R, K
(XXIV) k'=K(A /A )y=—-x a_ .
" RL H']+K

Rearreglando términos se llega a la ecuacion que relaciona R¢ con pH

para bases en cromatografia de capa fina.

1
I+K(A_/A )[1+10PKa-PH)y

(XXV) R =

Siendo la correspondiente ecuacion para R,:
(XXVD) R_ =log[K(A /A )]+log[1+10P5PH]

Para valores de pH mucho menores que pK,, es decir, en el intervalo de

disociacion fuerte de la base, esta ecuacion se simplifica:
(XXVII)Rm = log[K(As /Am)] + pKal -pH =logk’ + pKa -pH

En el caso de bases, el valor de R, se reduce al aumentar e! pH. Bajo las

condiciones de la ecuacion (XXVII) este incremento es lineal.
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Discusion de las ecuaciones XX y XXV.

A fin de hacer las ecuaciones (XX) y (XXV) mas facilmente
comprensibles, se define k*r = 1/k’ = (A/A,)/K. El término k* es el reciproco
del coeficiente de distribucion K y r el inverso de la razon de fases. El término
k*r representa la razon de la cantidad de sustancia en la fase movil respecto a
la cantidad de sustancia en la fase estacionaria. Ry y k*r cambian en la misma
direccion. Con k*r, la ecuacion XX se éécribe:

(XX') R' = Lo (4cidos)

114 10PH PR ¥

Analogamente, para la ecuacion (XXV) se tiene:

(XXV') R = 1 (bases)
L+[1+10PRa-PH 1y % 1y

Las siguientes graficas representan la variacion de R’y con respecto al

pH para 4cidos y bases.
e Grafica de R'; vs. pH para un acido (k*r variable, pKa constante).

e Grafica de R’y .vs. pH para la correspondiente base conjugada (k*r

variable, pKa constante).

e Grafica de R’y vs. pH para acidos y bases (k*r constante, pKa

variable).
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Analizando la ecuacion (XX') pueden considerarse los siguientes casos:

Caso 1. pH mucho menor a pK. (pH-pK, mucho menor que cero). En
este caso el acido practicamente no esta disociado. Por lo tanto, el valor dentro
de los corchetes se aproxima a la unidad y el valor de Ry solo depende del
parametro de distribucion k*r: A mayor valor de k*r, mayor seré el nimero de
moléculas en la fase moévil y, en consecuencia, R/ también aumentara (ver

grafica). Para k*r — oo se tiene R/ — 1.

Caso 2. k*r y pH constante, pK, variable. A mayor grado de disociacion
del acido, mas pequefio es el valor de pK,, y mayor la diferencia pH-pK, . Por
lo tanto, el valor dentro de los corchetes tiende al infinito y Ry se aproxima a
cero. Debido a un mayor grado de disociacion del acido, el numero de

moléculas de sustancia en la fase estacionaria también aumenta.

Caso 3. k*r y pK, constantes, pH variable. Al disminuir el pH, el grado
de disociacion del acido también disminuye. El valor de R alcanza un valor
méaximo cuando el grado de disociacién del acido tiende a cero. En esta

condicion, el valor de R/ depende sélo del parametro de distribucion k*r.

En el caso de las bases se producen las situaciones inversas. Sin
embargo, al igual que en el caso de los écidos, a un mayor grado de
disociacion corresponde una disminucién en el valor de R'¢, como se explica a

continuacion.
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Analizando la ecuacién (XXV’') pueden considerarse los siguientes

Ccasos.

Caso 1. pH mucho mayor a pK, (pK,-pH mucho menor que cero). En
este caso la base practicamente no esta disociada. Por lo tanto, el valor dentro
de los corchetes se aproxifna a la unidad y el valor de Ry solo depende del

parametro de distribucion k*r. Para k*r — co se tiene Ry — 1.

Caso 2. k*r y pH constante, pK, variable. A mayor grado de disociacion
de la base (pKy pequefio), mas grande es el valor de pK, del 4cido conjugado,
y mayor la diferencia pK,-pH. Por lo tanto, el valor dentro de los corchetes
tiende al infinito y R{ se aproxima a cero. Debido a un mayor gfado de
disociacién de la base, el nimero de moléculas de sustancia en la fase

estacionaria también aumenta.

Caso 3. k*r y pK, constantes, pH variable. Al aumentar el pH, el grado
de disociacion de la base también disminuye. El valor de Ry alcanza un valor
maximo cuando el grado de disociacion de la base tiende a cero. En esta

condicion, el valor de Ry depende solo del pardametro de distribucion k*r.
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A fin de estudiar cuantitativamente la influencia del pH en el
comportamiento cromatografico de sustancias, se parte de una ecuacion de k'
que considera los resultados de k' cuando la especie quimica estd protonada

(k'4cido) ¥ cuando esta sin protonér (K pase):
(XXVIID k' = K 4cid0 T K base

Sustituyendo las ecuaciones (XVI) , (XIX) y (XXIV) en (XXVIII) se
obtiene la ecuacion empleada por Lepri, L. et al en el estudio del
comportamiento cromatografico de fenoles (1975) y alcaloides (1976) en-
capas finas de intercambiadores de iones.

1-R"”  I-R [H*] 1-R’ K

(XXIX) ““““ f_ f.acido_x_ | SR f, base X a

f facido  [H 1+K_ Rise [H+K

a

Por otra parte, en el caso de un sistema :
H,A (acido)/ HA (anfolito) / A” (base),

es posible escribir:

(XXX) k"= kr:’lcido + kranfolilo + k’basc

donde:
(XXXI) k' - L- Rf.;icido X [HzA] _ I- Rf’ 4cido X [HzA]
acido R'f’écido [A']Tot R},acido [HgA]+[HA-]+[A2']
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’

(XXXII) k f, anfolito [HA ] L- Rf, anfolito X [HA]
folit ' ; - 5
o o R anfolto A Tt Rimtoio  [HAl+[HATTH[AT]
(XXXIH) k' - I- Rf, base X [A2 -] 1_ Rf base % [A2 -] -
base ' ’ ' - 5-
. Rf, base [A ]Tot Rf, base [HzA] + [HA ] + [A ]

Asimismo, se establecen las constantes de disociacion dcida siguientes:

[HATJH'] o [ATIH
(XXXIV) I(a N llat Lttt y (XXXV) Ka =
AL 2 HAT

de donde es posible definir:

i

[H A] . [H A] ]

XXXVI % e Tme
( ) I_‘A]Tm [H A]"i'[HA }“'[Az] .l-"_F"Ka,i +Ka,ll'<a.?.
- - [H+] [H+]2

ooxxviny HAT _ [HAT] - l_K______

(AT, HA+HATAZ] . 1. K

Ka,. [H+]

2.

coccviny AT (AT S : L
Al [HAJ+[HAT+[AT] [P [H) |

| KalKa.z Ka._
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Sustituyendo (XXXVI) en (XXXI), (XXXVII) en (XXXII) vy
(XXXVIII) en (XXXIII) se obtiene:

!

- 1-R” . [H_A] I-R . 1
(XXXIX) k;wido _ ’ f, acido_ X 777;2 = — f, acido X 7 .
Rf acido [A ]Tot fécido |4 21 4 &l a2
[H*] [H']
-R.  ra-p 1RO |
(XL) kranfo“m — 'f.anfohto X [A’ ] —- ,f,anfollto x - <
Rf,anfolim [ ]Tot fanfolic L] 1422
Ka,l [H+]
'~ 1-R" 2- 1-R’
e . [A 1
(XL -k o= "—‘TE‘PE‘S‘"X 'LA:“"‘]': —f{rﬂ‘bﬁg'x 412 o
Rf, base [ ]Tot f, base [H ] 4+ [H ] +1
Ka,lKa,E Ka..?
Sustituyendo (XVI), (XXXIX), (XL) y (XLI) en (XXX) se llega a:
) rf, acido ) f, anfolito 7- f, base
I-R’ L A ’
(XLH) , f K f, aciio z - —" f,anfollltl_c% I +_.2__f: Qasg}__{: o
Rf i+ a,1.+___a,l.-z,2 [H ]+1+ a2 [H ] +[_.-__1+1
mm K T KGR R,
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En el caso de un sistema:
H;A (4cido) / H,A™ (anfolito 1)/ HA® (anfolito 2) / A* (base)
donde HA” (anfolito 2) se considere inestable para cualquier valor de pH, se
tiene:

e o = () .
~(XLII) k' = K'scido T K anfolito 1 +%mo 2+ K'pase

donde:...
(XLIV) K = R it X (HAL R scido X e AL
id r ' ' 3-
e Ridioo Pl Resido [HA]+[H AT]+[A7]
(XLV) _ lm__ [E'f anfo]u.ol X [I_!A:;] - 1_:_Rf anfoiito | X e [H_i“-]_ L
anfollto [ .t e A '
Rf.anfolitol [A']Tol Rf anfolltol [H A]+[H A ] [A ]
1-R’ 2 1-R’ 3-
(XLVI) - f, base X [A } _ f, base X [A ] )
i "b T R o P - P i 3.
= ase : RT. basé [A']Tot Rf. base [H3A] +[H2A ]+[A ]

A51mlsmo se establecen las constantes de disociacion 4cida siguientes:

(XLVII) K l=[H AJHT)
L TR HA]



. 3
(XLvin K =50 AT

XLIx) K = ATNHT]
7 [HA*]

de donde es posible definir:

L) Al WAL b

(AL, HAl+HATAT K Bl

M Y

(LI) [IjzA‘]_ [HzA;]_____ I

A, HAHATHAT] g KR

KaJ [H+]2
(LIT) A B
: (Al [HA+[HAT[A]  [HT | W)

. Ka.IKa.ZKa,B Ka,ZKa,S
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Sustituyendo (L) en (XLIV), (LI) en (XLV) y (LII) en (XLVI) se

obtiene:
(LIIH k" = I-Rﬂécido X E{BA] = .l_i.f{_fe_?ff!"f'(i N i
acido R’ [A] R’ 7K K K K
f. dcido Tot f. acido 1+ . &0y al a2 a3
[H7] [H'Y
(LIV) k’ _ I-Ry anfolito 1 [E_g_’_a‘-] _ 1'_55313{011:01 « I
anfolito | ! ! ' K K
Rf‘ anfolito | [A ]Tot Rf, anfolito | [H +] +1+ a2 asd
-
Ka.l [H+]u
(LV) kr — I-Rf.base X [AS-] =1-Rlﬁbase _“_1____‘-#________
base ' ' f 3 3
Rf. base [A ]Tot Rf. base [Hj] — et JHil__ +1
K K K. K K
a a.2 a.j a,l a.>s
Sustituyendo (XVI), (XXXIX), (XL) y (XLI) en (XXX) se llega a:
1-R" . 1-R’ , 1-R’
. facido _ f.anfolio] .. [ base
(LVI)- IRIQ = _______.ifgiiii_d_f’_.._____,___+ o ;if;a.’].f‘.’“f‘?_l T .If.'base
R’ K [ K IK ‘)K N [H'i-] K _)K N [H+]3 [H-+']_
f 1+ a-‘l + a a, ~., a2 : +1+ _.EL_’?_J + -
[H+] [H+]J Ka,l [H+]_ Ka.lKa,2Ka.3 Ka.2
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4.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE INTERCAMBIADOR DE
IONES

El proceso de intercambio idnico puede ser establecido de acuerdo a la
ley de accion de masas. Asi, para un ion con carga x +, el equilibrio con la

forma H' de una resina R ser4 (el subindice R indica “en la resina”):

MY HxHYR == M +xH

La constante K., estara definida por:

M.‘(+ H+ X
(LVID) K, :[___,_._]R_[._]__
TMYIHD,

[M*"]
(LVIID) logK =log——R +xlog[H"]-x log[H"]
« [M**] :

Dado que [M*lg =¢, v [M*"] =cn, y por las ecuaciones (VIII) y
(XVI), se cumple:

c
R__ s —K= L-l (A /A )
c_ R'f m s

(LIX)
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Sustituyendo (LIX) en (L. VIII) se tiene:

(LX) logK =log.[iv-l}+log(A /A )+xlog[H*]-xlog[H"]
eq R’ m 57 . R
f .

Sustituyendo (XII1) en (LX), y suponien'do que log K o , log (An/Ag) Y
x log[H']x son constantes, se obtiene la ecuacion establecida por Lederer, M.

y Kertes, S. (1956):
(LXI) Ryp=xpH-+cte

La ecuacién (ILXI) describe una funcion Ry, = f (pH) , que corresponde a

una linea recta con pendiente positiva igual a la carga x del ion.

Analogamente, para el caso de un ion con carga X- en contacto con una

resina aniénica en forma de HO , puede escribirse el equilibrio:

N +xHORx <= N g+xHO

La constante K., estara definida por:

_INVJHO T

(LXII)
N “JHO
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Rearreglando términos puede escribirse:

[N*7]
(LXID) - logK =log =R +xlog[HO]-x log[HO"]
« [N*"] | .

Dado que [N* s =¢; v [N*" ] =cpy,y por las ecuaciones (VIID y
(XVI), se cumple:

N], {1
(LXIV) = S=K=|—-1[(A /A)
C R’ m .S

f

Sustituyendo (LXIV) en (LXIII) se tiene:

R -1 +10g(Am/AS)+xlog[HO']-xlog[HO']R

(LXV) log Keq :log[ :
f

Sustituyendo (XIII) en (LXV), y suponiendo que log K , log (An/A5) y

x log[HO ]r son constantes, se obtiene:
(LXVD) R,=xpOH+cte 1 =x(14- pH)+ cte | =-x pH + cte 2

La ecuacion (LXVI) describe una funcion R, = f (pH) , que corresponde

a una linea recta con pendiente negativa igual a la carga x- del ion.
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CAPITULO V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 PREPARACION DE LAS PLACAS DE CAPA FINA DE
INTERCAMBIADORES DE IONES.

Se probaron los siguientes aglutinantes en diferentes proporciones con
intercambiador de iones Amberlita IRP-64, con el objeto de hallar la mezcla
Optima para la preparacion de las placas de capa fina. Los factores que se

consideraron fueron la apariencia y la adherencia del material al vidrio.
e Methocel A (Dow Chemical Co.) Metilcelulosa.

e Tylose MH (Quimica Hoechst de Meéxico S.A. de C.V))

Metilhidroxietil celulosa.

e Unitab 101 (Degussa AG.) Celulosa microcristalina.

El Unitab 101 (celulosa microcristalina), presenta adherencia
satisfactoria al vidrio, mientras que los aglutinantes Methocel A y Tylose MH

(éteres de celulosa), no se adhieren al vidrio.
A fin de encontrar la mezcla 6ptima de Amberlita IRP-64 / celulosa

microcristalina que diera como resultado placas de capa fina con la maxima

proporcion de resina y textura uniforme, se realizaron las siguientes pruebas:
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Proporcidn

Amberlita IRP-64/ Apariencia
celulosa microcristalina
1:1 ‘ Muy agrietada
1:2 Medianamente agrietada
1:3 | . Uniforme -
1:4 Uniforme

Tabla 9. Optimizacién de la proporcién resina / celulosa microcristalina

Una vez hallado el tipo de aglutinante (celulosa microcristalina) y la
proporcion resina / celulosa microcristalina (1:3) apropiados, se prepararon
las placas de capa fina del intercambiador de iones a estudiar, siguiendo el

procedimiento descrito a continuacion:

Se prepar6 una suspension con 3g de resina intercambiadora de iones,
previamente lavada con agua en Soxhlet durante 15 h, y 9g de celulosa

microcristalina (Unitab 101, Degussa AG.) en 50 ml de agua.

La mezcla resina / celulosa microcristalina en agua se aplico con pipeta
Pasteur sobre placas de vidrio, que se dejaron secar a temperatura ambiente.
Una vez preparadas las placas, se utilizaron dentro de un plazo no mayor a

24h a fin de evitar contaminacion del intercambiador de 1ones.

Para convertir el intercambiador Dowex 1X4-400 (anidnica,
fuertemente bdsica) a forma de hidréxido o de acetato, fue necesario pasar

una solucién de hidréxido de sodio al 10% (p/v) o de acetato de sodio al
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10%(p/v), segiin correspondiera, a través de una columna empacada con la
resina comercial en forma de cloruro, hasta que no se detectara en el efluente

la presencia del ion cloruro. (ACS, “Reagent Chemicals”, 1993).

Aplicacion y deteccion de los alcaloides sobre las placas finas.

Se prepararon soluciones de boldina (Sigma) y Sinomenina (Aldrich) al
0.5% (p/v) en metanol, y de clorhidrato de isocoridina (Aldrich) al 0.5% (p/v)
en agua / metanol 1:1. Con microjeringa se aplicaron 10 pl de solucion en la

placa de intercambiador de iones.

Una vez que las placas corrieron dentro de una camara de vidrio con el
eluyente apropiado, se procedid a detectar los alcaloides mediante un aspersor

con solucion reveladora de sulfato cérico.

5.2 DOWEX 1X4-400 (ANIONICA, FUERTEMENTE BASICA)

Con el objeto de estudiar la retencion de boldina e isocoridina como

fenoxidos en la placa de capa fina de Dowex 1X4-400 en su forma comercial
de Cl', se empled eluyente a pH = 11.5 (amoﬁiaco 0.63M en agua). El
resuitado fueron bandas a lo largo de la placa, mientras que la prueba con el
" mismo eluyente sobre placas con resina en forma de HO', dio como resultado

bandas significativamente mas cortas, centradas en R; = 0.05 para boldina,
R = 0.31 para isocoridina y Ry = 0.62 para sinomenina. Cabe mencionar que
la sinomenina no es un alcaloide presente en el boldo, pero se incluy6 en el

estudio en vistas a su posible utilizacidon como estandar interno.
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En un intercambiador de aniones fuertemente basico, del Tipo I, como
es el caso de la resina Dowex 1X4-400, el coeficiente de selectividad para el
ion cloruro es 22 veces mayor que el coeficiente para el ion hidréxido. Por lo
tanto, los alcaloides fendlicos, que en agua a pH=I11.5 se encuentran como
fenéxidos, mas facilmente se intercambian por iones hidroxido que por
cloruros, en esta resina. Asi se explica el hecho de que la boldina e
isocoridina, bajo las condiciones de elucién mencionadas describan bandas a
lo largo de toda su trayectoria por la placa de capa fina de Dowex 1X4-400 en
forma de cloruro, mientras que en la placa con la resina en forma de hidoxido,

los alcaloides eluyan como bandas mas cortas.

La elucion de la boldina, isocoridina y sinomenina en la placa de capa
fina de Dowex 1X4-400 en forma de HO' es un ejemplo de la separacion que
se puede lograr en un intercambiador de iones cuando se trabaja con

sustancias cuyas estructuras son lo suficientemente diferentes entre si.

En agua a pH=11.5 la boldina, cuya estructura presenta dos grupos
fenolicos, es un dianion, lo cual explica su relativamente alta afinidad por la
resina anidnica (Ry = 0.05). Bajo las mismas condiciones de elucidn, la
isocoridina, con un solo grupo fendlico en su estructura, s un anion cuyo
valor de Ry = 0.31 denota una relativamente baja retencion en la resina
Dowex 1X4-400 en forma de HO". La sinomenina, al igual que la isocoridina,
presenta un solo grupo fendlico en su estructura; sin embargo, a diferencia de
la boldina e isocoridina, contiene un grupo carbonilo que, al conferirle a la

molécula un caracter polar adicional, la hace mas afin al eluyente acuoso,
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obteniéndose una pobre

(R;= 0.62).

retencion del alcaloide en la resina anidnica

Con la finalidad de encontrar las mejores condiciones para la elucion y

retencion de alcaloides, asi como lograr una mejor comprension de los

mecanismos involucrados, se efectué un estudio de cromatografia en capa

fina. A continuacion se muestran los resultados obtenidos al utilizar diferentes

tipos de resinas y eluyentes. Para la preparacion de los eluyentes empleados

en este trabajo, ver el Apéndice 2. Cada valor de R; anotado corresponde al

promedio de tres determinaciones.

pH
Alcaloides
4.78 6.76 8.18 9.12 11.68
Boldina 0.28 0.12 0.09 0.09 0.05
. Isocoridina 0.33 0.30 0.28 0.27 0.25
Sinomenina 0.60 0.58 0.55 0.54 0.52

Tabla 10.Valores de Ry en Dowex 1X4-400 (anionica, fuertemente basica, en forma de

AcQ"). Fuerza ionica 0.5 . Ver Grafica 5

pH
Alcaloides
11.68 12.05 12.48 12.85 13.30
Boldina 0.05 0.22 0.62 0.75 0.80
[socoridina 0.32 0.52 0.77 0.85 0.88
Sinomenina 0.65 0.82 0.92 0.94 0.95

Tabla 11. Valores de Rf en Dowex 1X4-400 (anidnica, fuertemente basica, en forma de

HQO"). Ver Grafica 6
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_ Concentracion de acido acético en agua
Alcaloides

0.0M | 1.0M | 2.0M | 3.0M | 4.0M | 5.0M | 6.0M | 7.0M

Boldina 0.03 | 0.23 | 048 | 0.72 | 0.81 | 0.86 | 0.88 | 0.90

Isocoridina 002 | 0.23 | 050 | 0.75 | 0.84 | 0.88 | 0.91] 0.92

Sinomenina | 0.05 | 0.28 | 0.54 | 0.78 | 0.89 | 092 | 0.94 | 0,95

Tabla 12. Valores de Rf en Dowex 1X4-400 (anidnica, fuertemente basica. en forma de
HO". Ver Grafica 7

La Grafica 5 muestra que los valores experimentales se ajustan
satisfactoriamente a las ecuaciones (XLII) y (LVI). Es importante sefialar que
la concordancia se debe, en cierto modo, a que las ecuaciones utilizadas no

son estrictamente tedricas, sino mas bien semiempiricas.

En la Grafica 6 se observa que las pendientes de los segmentos lineales
(pH de 11.68 a 12.48) son comparables a las cargas de los aniones, de acuerdo
con la ecuacidén (LXVI). Asi, para la boldina se tiene una pendiente igual a
-1.86, valor similar a la carga 2- del anion correspondiente. Para isocoridina y
sinomenina, las pendientes son -1.07 y -0.99, respectivamente, lo cual
concuerda con la carga 1- de los aniones involucrados. El hecho de que a
valores de pH mayores de 12.48, las curvas de Ry, vs. pH no se ajusten a la
ecuacion (LXVI), puede interpretarse como una disminucién en la capacidad

de la resina, al no estar los grupos iondgenos completamente ionizados.

La Grafica 7 muestra la optimizacion de la concentracion de acido

acético en agua, para la elucion de alcaloides de la resina.
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Boldina: pKa's* = 6.27 ; 9.56 ; 9.79
Isocoridina: pKa's* = 5.98 ; 9.13
Sinomenina: pKa's** = 7.87 ; 9.85

0.8 - * pKa'’s tedricos calculados por programa ACD
** pKa's del Merck Index (11a. Ed.) para morfina.
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Grafica 5. Curvas de Rf vs. pH (fuerza idnica 0.5) en Dowex 1X4-400
(aniénica, fuertemente basica, en forma de AcO-)
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Pendiente del segmento lineal para boldina* =-1.86
Pendiente del segmento lineal para isocoridina* = -1.07
Pendiente del segmento lineal para sinomenina* = -0.99

*Los segmentos lineales éorresponden a las curvas en el intervalo de pH de 11:68 a 12.48

1.5 1

0.5 1

£ o . .

-1.5 -

—O— Datos experimentales de boldina
—85- Datos experimentales de isocoridina
—A— Datos experimentales de sinomenina

Grafica 6. Curvas de Rm vs. pH en Dowex 1X4-400
(ani6nica, fuertemente basica, en forma de HO-)
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Grafica 7. Curvas de Rf vs. concentracion molar de Acido acético en agua,
en Dowex 1X4-400 (ani6nica, fuertemente basica, en forma de HO-)
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Las tablas que se muestran a continuacion incluyen los resultados

obtenidos en el estudio con diferentes alcoholes. Los valores de R; no

incluidos corresponden a bandas alargadas y, por lo tanto, poco precisos; sin

embargo, se anotaron sélo aquéllos necesarios para mostrar la tendencia de

los datos. En el caso particular del rert-butanol no se realizaron experimentos

con el disolvente 100% puro, ya que a temperatura ambiente, €ste se

encontraba en estado solido.

En las Graficas 8 a 10 se observa claramente que a mayor polaridad del

alcohol, mayor es-su fuerza eluyente.

% (v/v) de
alcohol en aguz Metanol Etanol I[sopropanol | tert-Butanol

0 0.0 0.0 0.0 0.0

5 0.01 0.0 0.0 0.0

10 0.03 0.02 0.0 0.0

15 0.04 0.02 0.01 0.0

20 0.05 0.03 0.01 0.0

25 0.05 0.03 0.02 0.0

75 0.23 0.18 - 0.01

100 0.36 0.26*% 0.12*

Tabla 13. Valores de Rf de boldina en Dowex 1X4-400 (aniénica, fuertemente basica, en
forma de HO").Ver Gréfica 8 '

*Manchas alargadas. Los valores de Rf se incluyen solo para mostrar la tendencia de los

datos.
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% (v/v) de

alcohol en agua Metanol Etanol Isopropanol | fert-Butanol

0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 0.01 0.0 0.0 0.0
10 -0.03 0.02 0.0 0.0
15 0.04 0.02 0.01 0.0
20 0.05 0.03 - 0.01 0.0
25 0.05 0.03 0.02 0.0
75 025 0.19 : 0.01
100 0.39 0.27* 0.14* -

Tabla 14. Valores de Rf de boldina en Dowex 1X4-400 (anionica, fuertemente basica, en
forma de HO"). Las mezclas eluyentes tienen 4cido clorhidrico en concentracion 1M.

Ver Grafica 9
% (v/v) de )
alcohol en agua Metanol Etanol Isopropanol | tert-Butanol

| 0 0.23 0.23 0.23 0.23
5 0.24 0.23 0.23 0.23
10 0.25 0.24 0.24 0.23
15 025 0.25 0.24 0.23
20 0.26 0.25 0.25 0.23
25 0.26 0.26 0.25 0.23
75 0.38 - - 0.24

100 0.47 0.41% 0.33* -

Tabla 15. Valores de Rf de boldina en Dowex 1X4-400 (anidnica, fuertemente basica, en
forma de HO"). Las mezclas eluyentes tienen acido acético en concentracion 1 M.

Ver Grafica 10

*Manchas alargadas. Los valores de Rf se incluyen solo para mostrar la tendencia de los

datos.
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Si se comparan las Graficas 8 y 9, se observa que las diferencias entre
ambas son minimas, mientras que 1a Grafica 10 difiere significativamente de
apreciablemente por la presencia de acido clorhidrico en concentracion 1M
(Grafica 9), en comparacién con las mezclas qué no contienen acido
clorhidrico (Grafica 8). En contraste, se observa un incremento considerable
en el poder eluyente de los disolventes, respecto a los dos casos anteriores,

debido a la presencia de acido acético en concentracion 1M (Grafica 10).

5.3 AMBERLITA IRP-64 (CATIONICA, DEBILMENTE ACIDA)

pH
Alcaloides
0.62 1.13 1.39 1.98 2.37
Boldina 0.36 0.37 0.35 0.30 0.21
Isocoridina 0.40 0.40 0.39 0.31 0.23
Sinomenina 0.53 0.53 0.50 0.42 0.33

Tabla 16. Valores de Rf en Amberlita IRP-64 (catidnica, débilmente acida, en forma de H").
Ver Grafica 11

En la Grafica 11 no se consideraron segmentos lineales, ya que no son
tan evidentes como en el caso de la Gréfica 6. Sin embargo, a valores de pH
menores a 1.39 se observa la tendencia de R, a volverse constante. En
ausencia de un mecanismo de intercambio ionico [x = 0 en la ecuacion (LXI)]

el resultado es un valor de R,;, = cte.
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El-hecho de-que a valores muy bajos de pH la-tendencia de las curvas de
R vs. pH implique una menor influencia del mecanismo ionico descrito por
la ecuacion (LXI), puede interpretarse como una disminucién en la capacidad

de la resina, al no estar los grupos ionogenos completamente ionizados.

5.4 CELULOSA MICROCRISTALINA

A fin de conocer la medida en que la celulosa microcristalina, usada
como aglutinante para soportar las resinas en las placas de vidrio, influye en
los mecanismos de retencion de alcaloides, se realizaron experimentos, cuyos

resultados se muestran a continuacion.

pH
Alcaloides
4.78 6.76 8.18 9.12 11.68
Boldina 0.40 0.32 0.30 0.30 0.68
Isocoridina 0.25 0.17 0.17 0.19 0.50
Sinomenina 0.62 0.62 0.53 042 0.78

Tabla 17. Valores deRf en celulosa microcristalina.
Fuerza ionica 0.5 . Ver Grafica 12

La Grafica 12, a diferencia de la Grafica 5, muestra curvas
caracteristicas de sistemas con un anfolito, analogas a las que podrian
obtenerse en el caso de extracciéon liquido-liquido. Esto sugiere que la
retencion de alcaloides en celulosa microcristalina no obedece a un

mecanismo de intercambio ionico.
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Grafica 8. Curvas de Rf vs. % de alcohol en agua (v/v) para boldina
en Dowex 1X4-400 (ani6nica, fuertemente basica, en forma de HO-)
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Grafica 9. Curvas de Rf vs. % de alcohol en agua (Wv) para beldina

en Dowex 1X4-400 (aniénica, fuertemente basica, en forma de HO-).

Las mezclas eluyentes tienen acido clorhidrico en concentracién 1M
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Grafica 10. Curvas de Rf vs. % de alcohol en agua (v/v) para boldina
en Dowex 1X4-400 (anidnica, fuertemente basica, en forma de HO-}).
Las mezclas eluyentes tienen acido acético en concentracion 1M
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Grafica 11. Curvas de Rm vs. pH en Amberlita IRP-64
(catiénica, débilmente 4cida, en forma de H+)
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Boldina: pKa's* = 6.27 ; 9.56 ; 9.79
Isocoridina: pKa's* = 5.98 ; 9.13
Sinomenina: pKa’'s** = 7.87 ; 9.85

* pKa's tedricos calculados por programa ACD
** pKa's del Merck Index (11a. Ed.) para morfina.
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Grafica 12. Curvas de Rf vs. pH (fuerza i6nica 0.5) en celulosa microcristalina
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5.5 DOWEX 50WX4-400 (CATIONICA, FUERTEMENTE ACIDA)

Los intercambiadores de iones fuertemente acidos se caracterizan por
una alta capacidad de retencién de alcaloides. A fin de comprobar esta
propiedad, se realizd una prueba en placa de capa fina de Dowex 50WX4-400
(catidnica, fuertemente acida, en forma de H'), usando como eluyente acido
acético 5SM + acido tricloroacético 0.1M en agua, que es la mezcla de maxima
eficiencia documentada para la extraccion de alcaloides presentes en material
vegetal (Ciesielski, M.; Popiolek, S.; Kuczynski, J. y Jusiak, L., 1986). Los
valores de R; obtenidos para boldina, isocoridina y sinomenina no son
confiables debido a que se observaron manchas alargadas, sin embargo se
determino un valor aproximado de Ry = 0.10 para los tres alcaloides. A fin de
optimizar las condiciones de elucion de los alcaloides, se realizaron los

siguientes experimentos.

Concentracion de dietilamina en metanol
0.0M | 0.5M | 1.0OM | 1.5M | 2.0M | 2.5M | 3.0M | 3.5M
Boldina 0.20 | 040 | 0.56 | 0.68 0.75 | 0.77 | 0.77 | 0.76
Isocoridina | 0.18 | 0.38 | 0.54 | 0.65 | 0.71 | 0.72 | 0.72 | 0.7]
Sinomenina | 0.20 | 042 | 0.57 | 0.69 | 0.75 | 0.77 | 0.78 | 0.77

Tabla 18. Valores de Rf en Dowex 50WX4-400 (catidnica, fuertemente acida, en forma de
H™). Ver Grafica 13

Alcaloides

La Grafica 13 ‘muestra la optimizacién de la concentracion de

dietilamina en metanol, para la elucién de alcaloides de la resina.

70




0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -

Rf

0.4 -
0.3 A

0.2

0.1 1

0 T ¥ T I I i t

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Concentracion molar de dietilamina en metanol

- Datos experimentales de boldina
—— Datos experimentales de isocoridina
—O— Datos experimentales de sinomenina

Grafica 13. Curvas de Rf vs. concentracién molar de dietilamina en metanal,
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P S S

£

% (v/v)l d-e. T

alcohol en agua Metanol Etanol Isopropanol | tert-Butanol

0 0.0 0.0 0.0 0.0

3 0.0 0.0 0.0 0.0

10 0.0 0.0 0.0 0.0

15 0.0 0.0 0.0 0.0

20 0.0 0.0 0.0 00

25 0.0 0.0 0.0 0.0

" i - - 0.02

100 0.20 0.15* 0.10* -

Tabla 19. Valores de Rf de boldina en Dowex 50WX4-400 (catiénica, fuertemente acida, en
forma de H™). Ver Grafica 14

% (v/v) de

alcohol en agua Metanol Etanol Isopropanol | tert-Butanol

0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 0.0 0.0 0.0 0.0
10 0.0 0.0 0.0 00
15 0.0 0.0 0.0 0.0
20 0.0 0.0 0.0 0.0
25 0.0 0.0 0.0 0.0
75 0.18 _ - 0.05
100 0.25 0.20* o 0.15% i

Tabla 20. Valores de Rf de boldina en Dowex 50WX4-400 (cationica, fuertemente acida, en
forma de H™). Las mezclas eluyentes tienen amoniaco en concentracion 1M.Ver Grafica 15

*Manchas alargadas. Los valores de Rf se incluyen solo para mostrar la tendencia de los

datos.
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% (v/v) de

—

alcohol en agua Metanol Etanol Isopropanol | ters-Butanol

C 00 0.0 0.0 0.0
5 0.0 0.0 0.0 0.0
10 0.0 0.0 0.0 0.0
15 0.0 0.0 0.0 0.0
20 0.0 0.0 0.0 0.0
> 0.30 - : 0.03
100 0.56 0.46* 0.25* i

Tabla 21. Valores de Rf de boldina en Dowex 30WX4-400 (cationica, fuertemente dcida, en
forma de H). Las mezclas eluyentes tienen dietilamina en concentracion IM.

Ver Grafica 16

Al comparar las Graficas 14 y 15, se observa que las diferencias entre

ambas son minimas, mientras que la Grafica 16 difiere significativamente de

las dos anteriores. El poder eluyente de los disolventes no se incrementa

apreciablemente por la presencia de amoniaco en concentracion 1M (Grafica

15), en comparacién con las mezclas que no contienen amoniaco (Grafica 14).

En contraste, se observa un incremento considerable en el poder eluyente de

los disolventes, respecto a los dos casos anteriores, debido a la presencia de

dietilamina en concentracion 1M (Grafica 16).

*Manchas alargadas. Los valores de Rf se incluyen solo para mostrar la tendencia de los

datos.
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Grafica 14. Curvas de Rf vs. % de alcohol en agua (v/v) para boldina,
en Dowex 50WX4-400 (catidnica, fuertemente acida, en forma de H+)
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5.6 ELECCION DE LA REACCION DE DERIVACION PARA BOLDINA.

Obtencion de derivados trifluoroacetilados con N-metil, bis-

trifluoroacetamida (MBTFA).

A 0.1 mg aprox. de boldina contenida en un vial de reaccion se agrego
100 ul de MBTFA y se hizo reaccionar a 80'C el tiempo necesario para
trifluoroacetilacion cuantitativa (1 h aprox.). La mezcla de reaccién se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se proéedié a la inyeccion de 2 pl en el

cromatografo de gases.

Obtencion de derivados trifluoroacetilados con anhidrido trifluoroacético

(TFAA).

A 0.1 mg aprox. de boldina contenida en un vial de reaccion se agrego
100 ul de TFAA vy se hizo reaccionar a 60 C el tiempo necesario para reaccion
cuantitativa (30 min aprox.). La mezcla de reaccion se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se evapord el exceso de TFAA bajo corriente de
nitrégeno; el derivado se reconstituyé con 50 ul de 1,2-dicloroetano y se agito
en vortex durante 10 seg. Se inyectaron 2 ul en el cromatdgrafo de gases. El
tiempo transcurrido entre la reconstitucion del derivado y la inyeccion en el

equipo no excedi6 de un minuto.
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Derivados trifluoroacetilados de boldina obtenidos con MBTFA vs. los

obtenidos con TFAA.

Con el objeto de conocer la estabilidad del derivado trifluoroacetilado
de boldina, obtenido con MBTFA, se hicieron 5 inyecciones sucesivas de 2 pl
del derivado, bajo idénticas condiciones cromatograficas (Columna Ultra 1-.
metilsilicona, 25 m, 0.2 mm, 0.33 pm. Temperatura inyector, 250°C;
temperatura detector, 280°C; temperatura columna, 250°C), observandose una
disminucion muy significativa del area del pico en el cromatograma, entre una

inyeccion y la siguiente.

Se prepararon tres derivados de boldina con anhidrido trifluoroacético.
Las condiciones cromatograficas fueron las mismas que en el caso de los
derivados con MBTFA. Las éreas de los tres picos correspondientes a los tres

derivados preparados con TFAA resultaron muy comparables entre si.

La inestabilidad del derivado trifluoroacetilado de boldina obtenido con
MBTFA, en contraste con el preparado con TFAA, puede explicarse por las

diferencias entre los subproductos de las dos reacciones.

La reaccién con MBTFA tiene como principal subproducto a la N-metil
trifluoroacetamida, siendo el derivado triﬂuoroacétilado mas susceptible de
sufrir oxidacién, bajo las condiciones basicas de este medio. Por el contrario,
la reaccion con TFAA tiene como subproducto al acido trifluoroacético, por
lo que el derivado trifluoroacetilado de boldina no. se oxida, en virtud de las

condiciones acidas del medio.

78



5.7 EXTRACCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA DE HOJA DE
BOLDO

Extraccion con disolvente.

Sobre una muestra de 200 mg aprox. de hoja de boldo, seca, finamente
molida, contenida en un cartucho de pblipropilenb tapado en su extremo
inferior, (colocandola sobre un prefiltro de celulosa microcristalina, que a su
vez se colocd sobre un filtro Whatman No. 3), se vertié 3 ml de mezcla
extractante de acido acético 5M + acido tricloroacético 0.1M en agua, y se

extrajo mediante ultrasonido, durante tres periodos de 5 min c/u.
Filtracion del extracto.

El cartucho de polipropileno se destapd de su extremo inferior y con
ayuda de vacio, se recibio el extracto en una probeta de polipropileno de 10
ml, lavando el material extraido con alicuotas de 0.4 ml de la mezcla
extractante mencionada en la primera etapa, hasta completar un volumen total

de extracto de 5 ml.
Extraccion en fase solida.
Sobre el extracto se verti6 la resina Dowex 50WX4-400*, poniéndolos

en contacto con agitacion durante 5 periodos de 5 min c/u. La resina se

transfirié cuantitativamente a un cartucho de polipropileno, que contenia un
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mililitro de resina soportada sobre una membrana de Nylon de 0.22 um de

tamario de poro.
Lavado de la resina.

La resina se lavd con 5 alicuotas* de mezcla (acido acético 5M en
agua)/etanol 9:1. Posteriormente se lavé con 5 alicuotas* de agua hasta que el

eluyente tuviera pH neutro.
Elucion de alecaloides.

A través de la resina se hicieron pasar 5 alicuotas* de dietilamina 2.5M

en metanol hasta elucion completa de los alcaloides.
Evaporacion del disolvente y reaccion de derivacion.

El eluato conteniendo a los alcaloides se concentro a un volumen de 0.5
ml aproximadamente calentando a 60°C, bajo corriente de nitrogeno, y se
transfirié a un vial de reaccion, donde se llevo a sequedad bajo las mismas
condiciones. Se agregé 200 pi de anhidrido trifluoroacético y se hizo
reaccionar a 60°C el tiempo necesario para derivacion cuantitativa (30 min

aprox.).

* La cantidad de resina empleada, asi como el volumen de las alicuotas, se especifican en

las secciones 5.8y 5.9 .
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Reconstitucion del derivado e inyeccion en el cromatografo de gases.

La mezcla- de reaccién se dejo enfriar a temperatura ambiente, se
evapord el exceso de TFAA bajo- corriente -de- nitrogeno, el derivado se
reconstituyé con 100 ul de 1,2-dicloroetano y se agito en vortex durante 10
seg. Se inyectaron 2 pl en el cromatografo de géses. El tiempo transcurrido
entre la reconstitucion del derivado y la inyeccion en el equipo no excedio de

un minuto.

Condiciones cromatograficas

Cromatdgrafo de gases Varian 3400 Cx
Columna DB-5
Longitud 30m
Diametro interno 0.32 mm
Espesor de pelicula 0.25 pm
Temperatura del inyector 250°C
Temperatura del detector (FID) 280°C
Temperatura inicial 150°C
Temperatura final 230°C
Rampa 10°C/min
Velocidad lineal media del gas acarreador 28 cm/seg

Tabla 22. Condiciones cromatograficas

Bajo estas condiciones cromatograficas, el tiempo de retencion del
derivado trifluoroacetilado de boldina es 17.546 min (Cromatograma A), que
tentativamente corresponderia al pico con tiempo de retencion 17.510 min del
cromatograma B. Cabe sefialar que en todos los casos se efectuaron blancos

de sefial y de disolvente.
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5.8 CONSTRUCCION DE LA CURVA DE CALIBRACION.

A partir de una solucion de boldina cuya concentracion fue de 0.2 mg/ml,
en mezcla de acido acético SM y acido tricloroacético 0.1M en agua, como
disolvente, se prepararon las siguientes seis soluciones estandares (cada una de
ellas por duplicado, de modo que en total se prepararon doce
soluciones), usando como disolvente la misma mezcla que en la solucion

mnicial:
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1) 0.02 mg de boldina en 5.1‘n'l. d..eﬁ d..i;c‘)lvi;ante.
2) 0.04 mg de boldina en 5 ml de disolvente.
3) 0.06 mg de boldina en 5 mi de disolvente.
4) 0.68 mg de boldina en 5 ml de disolvente.
5) 0.10 mg de boldina en 5 ml de disolvente.

6) 0.12 mg de boldina en 5 ml de disolvente.

Las seis soluciones de boldina se prepararon por duplicado, de modo
que en total se tuvieron doce soluciones, cada una de las cuales se puso en
contacto con iml de resina Dowex 50WX4-400, contenida en una probeta de
polipropileno de 10 ml, bajo agitacion durante 5 periodos de 5 min c/u. La
resina se transfirié cuantitativamente a un cartucho de polipropileno, que
contenia un mililitro de resina soportada sobre una membrana de Nylon de
0.22 um de tamafio de poro. En cada caso, la resina se lavo con 5 alicuotas de
1 m! c/u de mezcla (acido acético SM en agua) / etanol 9:1. Posteriormente se
lavo con 5 alicuotas de 1mi c/u de agua. Para eluir la boldina se hicieron pasar
a través de la resina 5 alicuotas de | ml de dietilamina 2.5M en metanol. El
eluato conteniendo la boldina se concentré a un volumen de 0.5 ml
aproximadamente calentando a 60°C, bajo corriente de nitrégeno, y se
transfirié a un vial de reaccion, donde se Hevo a.sequedad-bajo las mismas
condiciones. La reaccion de derivacion se reallzo de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccion 5. 6 bajo “el subtitulo “Obtenc1on de
derivados trlﬂuoroacetllados con anhidrido trnﬂuoroacetlco (TFAA)”. Las
condiciones cromatograﬁcas para la myecc1on de los estdndares en el

cromatografo de gases son las mismas que para las muestras (seccién 5.7).
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Curvas de calibracion.

En la curva de calibracion 1 se grafica el 4rea del pico 1 vs. la masa de
boldina.

En la curva de calibracioén 2 se grafica la suma de las areas de los picos 1

y 2 vs. la masa de boldina.

1400000 1
1200000
1000000
o 800000
o
*< 600000
400000
- 200000
0! , : . .
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
~Masa de boldina, mg
o Curva de Calibracién 1 o Curva de Calibracién 2
Interseccion con el eje . Coeficiente de
Pendiente .
de las abscisas, mg correlacion, r
Curva de calibracién 1 0.0325 1.32x107 0.9972
Curva de calibracién 2 0.0317 1.45x107 0.9951

6



-uT

ST - Ple motpirirTed

A fin de conocer

el porcentaje de recuperacion del método de

extraccion en fase sélida, se prepar6 una solucion de boldina de concentracion

0.2 mg / ml en etanol, de donde se transfirieron 300 pl a un vial de reaccion.

Se evapord el etanol bajo corriente de nitrogeno y se procedi6 a efectuar la

reaccion de derivacion mediante la técnica descrita en la seccién 5.6 bajo el
subtitulo "Obtencion de derivados trifluoroacetilados con anhidrido
trifluoroacético (TFAA)". A continuacion se muestran los resultados
comparativos de la determinacion por duplicado:

Determinacion Al Promedio| A2 Al + A2 | Promedio
sin extraccion 534,902 56,016 | 590,918 _
. 524,681.5 588,316

en fase sélida 514,461 71,253 | 585,714

con extraccion en fase | 338,601 63,652 | 402,253
356,434.5 415,208.5

solida (ref. Tabla 23*) | 374,268 53,896 | 428,164

Tabla 24. Resultados comparativos para el calculo del porcentaje de recuperacion.

Considerando solo el area del picol (Al) se tiene:

Promedio de Al(con extracciénen fase solida) i

x 100

% de Recuperacion =

% de Recuperacion =

356,434.5
524

,681.5

* Datos correspondientes a 0.06 mg de boldina.

- x100=67.93%

Promedio de A1( sin extraccion en fase solida)
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Considerando la suma de las dreasde los picos y 2 (Al+ A2)se tiene :

Promedio de (A1+ A2)(con extraccion en fase sélida) <100

% de Recuperacion = : , : —
Promedio de (A1+ A2)( sin extraccion en fase sélida)

% de Recuperacion = 415,208.5

88,316

x100= 70.58%

5.9 PRUEBAS EN UNA MUESTRA DE HOJA DE BOLDO COMERCIAL.

Se prepararon 3 extractos a partir de una muestra de hoja de boldo y se
trataron de acuerdo al procedimiento descrito en la seccion 5.7, variando en
cada caso la cantidad de resina (1 ml, 3 ml y 5 ml), y por lo tanto,
multiplicando por un factor de 1, 3 6 5, respectivamente, los volumenes de las
alicuotas de lavado y elucion utilizados en la construccién de la curva de
calibracién (seccion 5.8). Asimismo, a cada uno de los extractos obtenidos
como primera etapa del procedimiento descrito en la seccion 5.7, se agregé
500 ul de solucidén de boldina de concentracion 0.2 mg/ml, a fin de conocer el

comportamiento del alcaloide en la matriz estudiada.

Todas las pruebas realizadas dieron como resultado el mismo perfil
cromatografico, mostrado en el Cromatograma B. La boldina adicionada al
extracto de boldo no fue recuperada por el método de manera significativa,
‘probablemente debido a la saturacién de los sitios activos del intercambiador
de iones por otr.os componentes del extracto, y al bajo porcentaje de

recuperacion del método de extraccion en fase sdlida.
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CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

En el presente Informe de Trabajo se pudo reconocer al proceso de
intercambio i6nico, como una alternativa para la purificacion de alcaloides, la
cual puede conducir al establecimiento de metodologias quimico analiticas,

aplicables al estudio de los constituyentes de materiales vegetales.

Asimismo, se hizo evidente ia necesidad de una mejor comprension de
los mecanismos de reparto entre una fase fiquida y una sélida, con el objeto
de hacer una eleccion apropiada de la técnica de extraccion en fase solida a

emplear.

La complejidad de la matriz elegida, hace que el proceso de purificacion
mediante una sola etapa de extraccion en fase solida de intercambiador de
iones sea particularmente dificil, considerando ademas que en una resina se

presentan mecanismos combinados de absorcion e intercambio 10nico.

Por lo anterior, se sugiere usar una técnica de extraccion liquido liquido
o de extraccion en fase solida, en adicion a la de intercambio i6nico, a fin de
lograr una efectiva purificacién de la fraccion de alcaloides presentes en

material vegetal.

Durante el desarrollo de la metodologia analitica, seria recomendable
identificar, en la medida de lo posible, los compuestos quimicos o grupos de
éstos, en los cromatogramas obtenidos con ayuda de un cromatégrafo de

gases acoplado a un espectrometro de masas.
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APENDICE 1. LISTA-DE'SIMBOL:OS Y ABREVIATURAS

An Area de la segcién' tranversal de la fase movil

A Area de.la seccion tranversal de la fase estacionaria

AJ/AL Razén de fases

Crn Concentracion dé sustancia en la fase movil

Cs Concentracion de sustancia en la fase estactonaria

cte Constante |

K Coeficiente de distribucion = ¢ /cp,

K.q Constante de equilibrio

K, Constante de disociacion de un acido

K, Constante de disociacion de una base

k' Numero de distribucion o factor de capacidad

k! Cantidad de sustancia en la fase estacionaria / cantidad de
sustancia en la fase moévil al equilibrio

k' K(AJ/AR) = (1-Rp)/R¢

k*r 1/k" = (A/A/K

[M] Concentracion de M en solucion

[M]r Concentracion de M en resina

(Mo Concentracion total de M en solucion

M Masa de sustancia en la fase movil

mg Masa de sustancia en la fase estacionaria

Ny Moles de sustancia en la fase movil

ng Moles de sustancia en la fase estacionaria
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pH -log [H "]

pOH -log [HO 1= 14 - pH

Ry (R)obs

(R)obs Ry observado

(Rf)ogs distancia recorrida por la mancha, z,
distancia del frente — distancia de aplicacion, z; - z,

R’y Ry termodindmico
probabilidad promedio de residencia de una molécula de
sustancia en la fase movil,

R'; o fracciéon del tiempo de residencia de una molécula de
sustancia en la fase movil,
o fraccion de moléculas de sustancia en la fase movil.

R'; to/(tm + ts) = np/(ng + ng) = my/(my, + my)

R log k' = log[(K(A/A,)] = log [(1- Rp)/Ry]

Vo Volumen de |a fase movil

Vi Volumen de la fase estacionaria

VJ/V,, Razon de fases = AJA

Zg Distancia del frente del disolvente en una placa de capa fina

Z, Distancia de aplicacién de muestra en una placa de capa fina

zZ, Distancia recorrida por la mancha en una placa de capa fina
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PREPARACION DE ELUYENTES

APENDICE 2.
pH Fuerza
exper'im'eﬁtal | ionica s e Eluyentes |

0.62 - Acido acético 1M en agua, ajustado con HCl

1.13 - Acido acético 1M en agua, ajustado con HCl

1.39 - Acido acético 1M en agua, ajustado con HCI

1.98 - Acido acético 1M en agua, ajustado con HCI

2.37 - Acido acético IM en agua

4.78 0.5 Acido acético 0.5M + acetato de sodio 0.5M en
agua

6.76 0.5 Acetato de amonio 0.5M

8.18 0.5 Acetato de amonio 0.5M en agua, ajustado con
amoniaco

9.12 0.5 Amoniaco 0.5M + acetato de amonio 0.5M en
agua

11.68 0.5 Amoniaco IM + acetato de sodio 0.5M en agua

11.68 - Amoniaco 1M en agua

12.05 - Amoniaco 1M en agua, ajustado con NaOH

12.48 - Amoniaco IM en agua, ajustado con NaOH

12.85 - Amoniaco IM en agua, ajustado con NaOH

13.30 - Amoniaco IM en agua, ajustado con NaOH
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APENDICE 3.

Parte experimental

Investigacion
Bibliografica
(2 semanas)

— >

CUADRO METODOLOGICO

Parte tedrica

‘ Cromatografia en Capa Fina 4————p! Teoria de la Cromatografia
' i en Capa Fina (2 semanas)
Dowex 1X4-400 Celulosa Amberlita IRP-64 Dowex 50WX4-400
(4 semanas) microcristalina (1 semana) (4 semanas)
(1 semana)

l

Cromatografia de Gases

l

!

i

Reacciones de

(1 semana)

derivacion de boldina

Curva de
calibracidn

(1 semana)

Pruebas en una muestra
de hoja de boldo
comercial (I semana)

l

Analisis de resultados (3 semanas)

l

Escritura (6 semanas)
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