METODO DE ANALISIS DE
ALCALOIDES TOTALES EN ALTRAMUZ

Extraccion adaptada de Ganzera M. et al. J. Pharm. Biomed. 2010, 53:1231-
35. Andlisis volumétrico (titulaciéon) basado en el método de Ruiz LP. New
Zealand J Agric Res. 1977, 20:51-2.

2.1

Vasos de precipitados 50 ml

Agitador magnético

Embudos y filtros de papel

Balon de vidrio 250 o 500 ml fondo redondo
Rotaevaporador

pHmetro

Bureta

Matraz aforado 10, 100 y 250 ml

Hidréxido de sodio (NaOH)

Acido Clorhidrico (HCI) @

Metanol (MeOH) @

Sulfato de sodio (Na>SOu4)
Tetrabromo — fenolftaleinato de etilo (CAS 1176-74-5, Merck 86778)

Etanol (CH3sCH20H) @

Acido toluen — 4 — sulfénico monohidratoAS 6192-52-5, Merck

402885) €>
Diclorometano @

NOTA IMPORTANTE: TRABAJAR SIEMPRE EN CAMPANA
Preparacion de solventes

e Solucién de extraccién HCI 0,5 N: afiadir con cuidado 10,4 ml de

acido clorhidrico concentrado a 200 ml de agua destilada. Enrasar

a un volumen de 250 ml. Puede calentarse.

Esta disolucién también puede prepararse a partir de la disolucién

de HCI 4N que estd disponible en el laboratorio. Para ello se toman
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31,2 ml de esta disolucion y se enrasa con agua destilada a un

volumen de 250 ml.

e Solucioén indicadora Tetrabromo — fenolftaleinato de etilo 0,1% p/v

en_etanol. Pesar 10 mg de indicador (se guarda en nevera) y
enrasar a 10 ml con etanol. Guardar en un recipiente ambar en la

nevera.

e Solucién de valoracion Acido toluen — 4 — sulfénico 0.01 N en

metanol. Pesar 194 mg de acido y enrasar en 100 ml de metanol.

Se puede guardar unas semanas en la nevera.

e NaOH 4 N: disolver con cuidado 16 g de NaOH en 80 ml de agua.
Enrasar a 100 ml. Puede calentarse.

e Solucién madre Lupinina 1000 mg/l: se disuelven 0,05 g de lupinina

en 50 ml de metanol. Conservar a -20°C.

Nota: esta disoluciéon patréon solo es necesaria cuando se quiere

comprobar que el método funciona correctamente.

Extraccion

e Se pesa 0,5 g de harina de altramuz en un tubo de TBARS y se
afiaden 16 ml de HCI 0,5 N. Se agita en vortex y se lleva al

ultrasonidos durante 30 min.

e La muestra se enfria en un bafio a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente, el liquido se decanta a un tubo de
centrifuga de plastico (de aproximadamente el mismo volumen que

el tubo de TBARS). No pasa nada si se arrastra un poco de sélido.

e Se afladen 16 ml mas de HCI 0,5 N al sdlido, se vuelve a agitar en

vortex y se sonica 30 min mas.

e La muestra se enfria en un bafio a temperatura ambiente. El liquido

se decanta y se recoge sobre el obtenido anteriormente.

e Lavar el sdlido con 2,5 ml de agua para asegurar que se arrastra
todo el liquido y juntar con las fracciones de extracto. Si se arrastra

un poco de sélido no importa.



e Se centrifuga el liquido a 7140xg (con el rotor de centrifuga n°® 0850
se alcanzan 7100 RCF) durante 10 min. La solucion puede tener un
color rosado. Se recupera el sobrenadante y se recoge en un
matraz Erlenmeyer con tapon de rosca (para separar se decanta el
liguido, no pasa nada si queda un poco turbio o hay algo de sdlido,

ya que se filtra en el dltimo paso). El pellet se descarta.

e Se ajusta el pH del liguido a 10 afadiendo NaOH 4 N gota a gota
hasta que la soluciéon pase de color amarillento a amarillo vivo. En
ese punto la disolucion tendra pH=7 y habrd que afiadir unas gotas
mas hasta que alcance pH=10. El valor del pH puede controlarse
con papel indicador. La solucién puede volverse un poco turbia.

e A continuacion, se afiaden 25 ml de diclorometano. Se tapa el
matraz Erlenmeyer y se mezcla con cuidado para luego destapar y
liberar la presion. Se repite este proceso dos veces mas para

asegurar una buena mezcla.

e Se traspasa esta mezcla a dos tubos de centrifuga de plastico! (ya
que en uno solo no coge todo el volumen) y se centrifuga durante
15 min a 7140xg. Se obtiene una fase acuosa (superior, amarilla);
una interfase sélida de color blanco y una fase organica (inferior,
incolora). Se recupera la fase organica (inferior, incolora) con
ayuda de una pipeta Pasteur y se deposita en un nuevo matraz
Erlenmeyer de tapdén roscado. Si se coge un poco de fase acuosa

no pasa nada.

Nota: Es necesario el paso de centrifugacion, ya que hay
componentes de la muestra que actian como emulsionante y las

fases no se separan bien si no se centrifuga.

e La fase acuosa (superior, amarilla) se devuelve al primer matraz
Erlenmeyer donde se afladié por primera vez el diclorometano para
repetir la extraccion, pero esta vez con 12,5 ml de diclorometano.
Se mezcla bien y se destapa con cuidado para liberar la presion.
Se vuelve a traspasar esta mezcla a dos tubos de centrifuga y se

centrifuga durante 15 min a 7140xg.

1 Estos tubos de centrifuga son de un tamafio aproximado al de los tubos de TBARS.

3



2.3

e Se recupera la fase organica (inferior, incolora) y se junta con la

fase organica obtenida en la primera extraccién.

e Se seca la fase organica con sulfato de sodio anhidro (2 puntas de
espatula). A continuacién, se filtra y se recoge el extracto sobre un

matraz redondo “con forma de corazén” de 100 ml.

e Se lava dos veces el sulfato de sodio con unos 2,5 ml de

diclorometano para asegurar que se arrastra toda la muestra.

e EIl matraz redondo en el que se ha recogido el extracto se lleva a
sequedad en el rotaevaporador. Una vez seco, se lavan las paredes
del balén con unos 2,5 ml de diclorometano para arrastrar los
alcaloides adheridos y concentrarlos en la parte inferior. Utilizar el
vortex para lavar bien las paredes. Volver a llevar a sequedad en
el rotaevaporador.

e Por ultimo, afiadir en el matraz redondo 1 ml de metanol para
redisolver el extracto y lavar bien las paredes. Utilizar el vortex

para ello.

Titulacion

e Se afladen 3 gotas de solucién indicadora en el extracto redisuelto
en 1 ml de metanol. Se mezcla bien para intentar arrastrar toda la

muestra de las paredes.

e Se afiade solucién de valoracion gota a gota (bureta) hasta que el
color de la muestra vira de azul a amarillo. Atencién: si esta verde

no ha terminado de virar aun.

e Una vez ha virado, se tapa el balén y se agita, asegurando asi que
se arrastra toda la muestra que pueda quedar en las paredes; es

probable que recupere el color azul.

e Se vuelve a afiadir solucion de valoracion gota a gota hasta que el
color de la muestra vira a amarillo, esperamos un minuto y si no

vuelve a ponerse azul la titulacién ha finalizado.

e EIl volumen de solucion de valoracién afiadido es proporcional a la
cantidad de alcaloide en la muestra, y puede ser utilizado para la

cuantificacion (1 equivalente de acido = 1 eq. de alcaloide).
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e Si se quiere comprobar que el método funciona correctamente, se
toma 1 mL de solucién patréon de Lupinina en una matraz redondo
“con forma de corazon” y se valora de la misma forma que las

muestras.

2.4 Calculos

Se determina el porcentaje de alcaloides totales de la muestra en base a
lupinina (PM = 169,26 g/mol) (Ecuacién 1). La lupinina tiene un
equivalente de base en su estructura para reaccionar con el acido (Figura
1).

Ecuacion 1. Calculo del contenido de alcaloides totales (%).

0,01 mol 1 mollupinina 169,26 g

100
1000 ml X 1 mol 4cido X 1 mol lupinina X 1 g muestra X

Xmlp — TsOH x

Xmlp — TsOH = volumen gastado en la valoracion

OH
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Figura 1. Estructura de la lupinina. El nitr6geno es el punto basico.



