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Introducclon

Objeto fundamental de nuestro trabajo es hallar un método de de-
terminacion de nicotina que, no requiriendo elevada cantidad de mues-
tra como los clasicos y siendo sencillo en su realizacion, tampoco hiciera
imprescindible la posesion de aparatos costosos ni el manejo de reactivos
€ngorrosos en su preparacion, poco corrientes en el mercado o de corta
duracion una vez preparados.

La determinacion de nicotina interesa a la Farmacognosia, tanto como
a la Toxicologia, la Fisiologia vegetal o la Fitofarmacia. Por ello nos
hemos propuesto poner a punto una técnica que. reuniendo las condicio-
nes generales antes senaladas, sea aplicable a la valoracion del alcaloide
en hojas de tabaco, visceras, disoluciones puras o comerciales y cualquier
otro producto que pudiera contenerlo.

" En esta primera nota resumimos lo mas condensadamente posible la
labor bhibliografica realizada previamente y damos cuenta de los ensayos

(") Trabajo presentado a la II Convencién Bicnal de la Industria Farmacéutica
Maorip - Mayo, 1963,
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recalizados para conseguir determinar, de¢ manera sencilla, la nicotina
cn solueiones puras y en extractos comerciales impuros de uso insec-
ticida.

Ateniéndonos al fundamento que inspiran las numerosisimas técnicas
propuestas para la valoracién de nicotina, podemos clasificar éstas en
los siguientes grupos:

1.°—Gravimetrias.

2.°—VF olumetrias.
3.°—Conductimetrias.
4.°—Polarografias.
5.°—Polarimetrias.
6.°—Refractometrias.
7.°—Colorimetrias.
8.°—Nefelometrias.
9.°—Espectrofotometrias.
10.>—Tension superficial.
11.°—Cromatografias.
12.°—V aloraciones biologicas.

Todo ello se refiere al proceso de valoracion final. Pero a la enor-
me variedad que supone la existencia de tan distintos fundamentos, jun-
to con las numerosas modificaciones aplicadas a cada uno de cllos, hay
que anadir otra variable, cual e¢s el tipo dec técnica adoptado para la ex-
traccion previa del alcaloide, especialmente cuando se halla en mezcla
compleja, sea artificial o de origen biolédgico.

La extraccion de la nicotina se cfcctiia siguiendo dos procedimien-
tos generales:

a) Por extraccion con disolventes organicos, como es usual ‘para
los alcaloides.

b) Por destilacion ¢n corricnte de vapor de agia, va que la nico-
tina es uno de los relativamente pocos alcaloides liquidos y volati-
les.

Pero cada uno dec estos procedimientos s¢ ofrece en un sinmimero de
modalidades y ello, combinado con lo que exponiamos en el parrafo an-
terior, hace comprender que las posibilidades son practicamente inago-
tables.

Las técnicas gravimétricas propuestas alcanzan una cifra considera-
ble, pero la inmensa mayoria se basan en la técnica primitiva de preci-
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pitacién cuantitativa con acido silico-wolframico, empleada con alcaloides
en general y que BERTRAND y JAVILLIER (3) propusieron en 1909. Al final
se pesa el precipitado convenientemente desecado o el producto que re.
sulta de su calcinacién previa. Para la nicotina goza, atin hoy, de general
uso, siendo una de sus modalidades el método oficial de la Asociacién
Oficial de Quimicos Agricolas de EE. UU., en la ultima edicién (1960)
de sus «Official Methods of Analysis» (59).

Hacer en 1881 (34) y BrReEzINA (8) en 1915 fueron los precursores de
otro tipo de técnica gravimétrica de general aplicacién para alcaloides,
basada en la precipitacion con acido picrico y pesada posterior del pre-
cipitado. PFYL y ScHMITT (62) en 1927 estudiaron el proceso aplicandolo
a la nicotina y estableciendo ademés de la modalidad gravimétrica, otra
volumétrica basada en la valoracion con solucién alcalina del picrico re-
tenido por la nicotina constituyendo el precipitado.

Las técnicas volumétricas son también muy numerosas. Unas se basan
en alca'imetria usual, directa o de retroceso, habiéndose propuesto dis-
t'ntos indicadores, siendo el rojo de metilo el de mayor uso. Otras son
volumetrias mas especiales; entre éstas, la que requiere una previa pre-
cipitaciéon de nicotina con acido picrico, determinando después la can-
tidad de éste que forma parte del precipitado (dipicrato de nicotina) me-

diante alcali.n,iN en presencia de fenolftaleina. Como dijimos al tratar
de la modalidad gravimétrica de este tipo de precipitacion la técnica

primitiva fue propuesta por PFYL y ScHmiTT. También la precipitacion
con acido silico-wolframico ha dado lugar a una version volumétrica
(Kasansky) (39). No faltan otras volumetrias, como las yodométricas y
en medio anhidro.

No deseando alargar esta exposicién, reunimos en los cuadros adjun-
tos un resumen bihliografico con copiosas citas, remitiendo al lector in-
teresado en el tema al extenso trabajo de nuestro compatriota Cota Ga-
LAN (14) y al de uno de nosotros (Tena) (86).
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Resumen bibliogrdfico de métodos de valoracidn de la nicotina

Fundamantos

Autores

1 GRAVIMETRIAS:

| A). Precipitacién con acido
I silico-wolfrdmico

B).—Precipitacion con dcido
| plcrico.

C)—Otros procedimientos
gravimeétricos.

2 | VOLUMETRIAS:

Volumetrias normales
Directos .

Inairectas

| Precipit con picrico .
| lodimetria -

IAcido perclérico . . .

Ac. Arsenicowolframico .
lodo saturado con cloro -

| Precipit. con silico-wolframic.(*)

(*)

Bertrand y Javillier .

Dorr .

Waser y Sfohll .
Rasmussen . . . . .
Konig .

Wagner

Pizer .

Spies .

Raiston

Avens y Pearce

Asociocion ofic. de Quim Agrlc
Ogg, Willits y Ricciuti

Hager
Brezina . Ak 04 e s
Pfyf y Schmm S e
Kraft y Steinhoff .
Pyriki . !
Wenusch .
Qosmussen y Kofoed .

Van Elteren :
Gorbach y Koegler .

Guglialmelli y Hordh.
Chataway y Porkes

Metayer .

Kissling

Bodnar y Nogy

Willems

Bodnar y Povesolomy o
Palfray, Sobetoy y Metcyer .
Konig - .
Puccinelli ".

Revol y Pinaton

Kasansk

BerlrunJy Jovnlller

Spallino :

Mennelli .

Wales.

Dubrisay . .
Cundiff-Markunas.

(*) Pese a que tiene lugar una fase previa, el proceso final es volumétrico,

Citas
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Resumen bibliogrdfico de métodos de valoracion de la nicotina (continuacion)

Fundamentos Autores Citas
CONDUCTRIMETRIAS Rasmussen 74
Stancie 81

|
|

POLAROGRAFIAS Semerono. . i 79
Rusconi, Monnier y Wenger i 77
Nangniot y Melomed 57
I Nangniot Melomedy Mortens i 52
| Hasselbach 4| 35
POLARIMETRIAS Popovici , 67
Von Degrazia. o 18
fleole=" & s = s & 88
REFRACTOMETRIAS Frakin y Roiter 25
COLORIMETRIAS Hofmann . . n 36
Sutherland, Dorogo y Pollord, ‘ 85
Tekeuchiy ‘Mikomi L i 86
Policorpo . | 66
Gettler y Sunshine | 26
Chezzi o 12
Dobrin 19
| Bartay Marschek. 3 ol 2
Corcoran, Helmer y Page J 13

Markwood . co o Jeeaese
Mc. Cornick y Smil-=10 o Jasds 5]
Cuzin y Schwartz .. ah e
Fabre, Truhaut y Bondene fl 24
Morani y Giovannini. Jl 46
Cota . J 14
Bose y Dalol . A7
ESPECTROFOTOMETRIAS [[ 1tofmann 37
| Vochery Tovechlnon - A 94
i' Witlits, Swain, Connelly y Brice .| 99
i| Pleat, Hcr|ey y Wlberley | 64
{| Mocrhy . 55
Eddy y Elsner 22
Griffitth : 29
Kobata, Aklnogo e ltaishi 42
Schartzman o 78
Pleasants " 65
Waltz, Haensermann y Nyoru 92
NEFELOMETRIAS | Kissling . J W
| Wakehan i ey 96
i Markwood . . . . 47
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Resum:n bibliografico de métodos de waloracion de la nicotina (continuacion)

I
Fundamento Autores | Citas
I
10 | CROMATOGRAFIA | Porter, Naghiski yEusner. : 69
| Wagner. . ; = s 90
| Leiserson y Wiaker . . . .| 46
Griffith, Valleau y Stokes . .| 30
Jeffrey y Tso. . A I 38
Goldbaum y Kozyak S 27
Py rilkiSss SIS Sy 70
feg@arassiti." L A T s 10
I
1 DETERMINACIONES BIOLO- || Storn van Leume. . . . | 83-84
GICAS | Hahn y Lauger IARTIA Jio | 33
Hahn y Ehrisman . . . 4 32
I |

Parle experimental

DETERMINACION DE NICOTINA PURA EN SOLUCION

En primer término, pretendemos contrastar la exactitud del proceso
a seguir en la valoracidn, operando con cantidades conocidas de nicotina
pura de toda garantia.
Seguimos, en principio, la técnica volumétrica del picrico, mas clasica
generalmente admitida, para después compararla con la de volume-
tria usual, en presencia de rojo de metilo, naturalmente, mas cémoda y
sencilla y por tanto recomendable, si responde a los requerimientos de
una aceptable exactitud.

I.—Por precipilacion con picrico

Reactivos:

Acido picrico M/20 solucién acuosa al 11,46 9% (practicamente a
saturacion) .

Acido sulfurico aproximadamente N/10

NaOH N/10.

NaOH N/40 (= 0,025N).

Tolueno.

Nicotina: preparamos una solucién acuosa cuya concentracion, rigu-
rosamente controlada, fluctiie alrededor de 0,5 %.
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Técnica:

Tomamoz un volumen de la solucién nicotinica, ‘equivaiente a unos
U.02 g del alcaloide, o sea 4 ml de la solucion preparada al 0,5 % (pi-
peta fina). Lo pasamos a un e.lenmeyer de 100 ml, diluyendo hasta
25 ml con agua dest.lada exenta de CO. y neutralizamos con acido sul-
furico aproximadamente 0,1N. en presencia de rojo de metilo, anadiendo
después 25 ml de la soluciéon picrica M/20. Dejamos en reposo un tiem.
po siempre superior a dos horas y recogemos cuantitativamente el pre-
cipitado del dipicrato filtrando por un papel de unos 8 cm de d.ametro.
Con pequenas porciones de la solucion picrica que filtro, se lava suce-
sivamente el erlenmeyer en que tuvo lugar la precipitacion, pasando los
liquidos de lavado por el filtro: la operacion se repite hasta que el
arrastre de todo vestigio de prec.pitado haya sido total. Se lava el pre-
cipitado con cuatro ml de agua. Se¢ pasa el filtro con el mismo
a un vaso de precipitado de unos 100 ml de capacidad, se anaden 10 ml
de agua destilada exenta de CO. y se valora en unas determinaciones
con NaOH 0,1 N (*) y en otras con NaOH 0,025 N, siempre en presen-
cia de solucion de fenolftaleina (4 gotas) hasta aparic.6n de color rosa-
anaranjado. Se adicionan entonces 25 ml de tolueno, se agita hasta que
desaparezca el tono rosado y se continta la titulacion hasta la reaparicion
del color rosa-anaranjado persistente tras agitacion enérgica.

Realizamos prueba en blanco, de la siguiente manera: en un em-
budo semejante al empleado para la filtracion se pone un filtro de papel
de igual calidad y dimensiones al que se usé para recoger el precipitado,
se empapa con solucion diluida de acido picrico, se lava con 4 ml de
agua y se procede luego como en el ensayo anterior, sea con NaOH 0,1 N
6 0,025 N, anotando el volumen necesario para conseguir la coloracion
rosa persistente, volumen que se descuenta del empleado en el ensayo

con nicotina.

(*) Normalidad empleada en el método original de PrrL y Scuimt.

2.—ARS PHARMACEUTICA
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Tabla n.* 1
Determinacion de nicotina pura en solucion

Método por precipitacion con picrico

Control: 4 mlde solucidn de nicotina pura al 0,498 9,

(contenido tedrico T = 0,0199 g)

T—M ‘ T—Men %

Normalidad Resultados ] Medias (M)

. l
0,0205 [ I

0,0213 |
01N 0,0205 00209 | + 00010 + 59
00209 |
00.13

' 0,0209
00210 |
0,025 N oo2n | oo | +oom2 [ +é6%
00215 | '
0,0213

Discusion.

Las medidas obtenidas valorando con una u otra normalidad son
practicamente iguales, porque ademis no hay ningin salto entre los
datos de cada serie de 5 determinaciones. En cambio, las diferencias
cntre el resultado minimo y maximo son de 0,0008 g en la serie valorada
con NaOll 0.1 N v 0,0004 en la que se empleé NaOH 0,025 N, es decir,
de la mitad. Deducimos por ello que es aconscjable ¢l empleo de esta
ultima normalidad, pese a que es mucho mas cuidadosa y dificil la per-
cepcion del punto de viraje; ello explica que siendo 4 veces mayor la
dilucion, sea sélo 2 veces menor la diferencia entre los resultados ex-
tremos.
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11.—Por alcalimetria directa.

Desecando comprobar la exactitud de la valoracion volumétrica de
nicotina pura en solucion, por alcalimetria directa, emprendemos estas
determinaciones. con la dnica novedad de emp'ear como indicador el
rojo de metilo-azul de metileno y la solucion acida 0,025 N, indicador
v normalidad con la que uno de nosotros (Caho Torres) ya ha obtenido

huenos resultados, trabajando con otros alculoides (9).

Reactivos:

Acido: SO,H. 0,025 N.

Indicador: Shiro-Tashiro.

Técnica:

La solucién patrén de nicotina al 0.5 7, medida y vertida en erlen-
meyer de 100 ml y diluida hasta 25 ml como en el ensayo anterior,
s¢ neutraliza con la solucion acida 0,025 N previa adicion de 2 gotas
de cada una de las soluciones que componen el indicador, hasta aparicion
del color gris-azulado, (punto de viraje.)

Se realiza una prueba en hlanco con 25 m] de agua ¢ idénticas can-
tidades de indieador. .

Asi obtuvimos los resultados que damos a continuacion:

Tablan.® 2
Delerminacion de nicolina pu a en solucién
Mélodn por alcalimelria direcla
Control: 4 ml de solucidn de nicotina pura al 0,0498 9/,

(contenido tedrico T = 0,0199 g)

| [ [
Normalidad I Resuitados Media (M) !I I—M™M .! T-Men %

= = — - - e

0,025 N i 0,0200 0,0203 | +0,0004 + 2 o

Desviacién media: 0,0002
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Discusion.

La diferencia entre los valores maximo y minimo (0,0005) es infe-
rior a la obtenida empleando una solucién de igual normalidad en el
método del picrico, pese a que la equivalencia con la nicotina es aqui
doble.

Ello se debe a que el punto de viraje se aprecia en la alcalimetria
directa con mucha mayvor precision operando con el indicador Shiro-
Tashiro. La media obtenida es algo inferior, aproximadamente un 4 %.

Por ello, en la determinacion de nicotina pura es mas recomendable

esta técnica, mucho mas corta y comoda y también mas precisa.

Il1.— Posibilidad de combinar las dos técnicas anteriores en la misma
solucion problema de nicolina.

Como ya quedé anteriormente anotado, en el procedimiento de de-
terminacién de nicotina, previa precipitacion del alcaloide al estado de
dipicrato, ha de neutralizarse la :olucién de nicotina en presencia de rojo
de metilo.

Pensamos que ese hecho nos ofrece una posibilidad, nada despre-
ciable, de comparar ambas técnicas de determinacion si, después de
valorada la nicotina por alcalimetria directa en presencia del indicador
rojo de metilo-azul de metileno, anadimos la cantidad conveniente de
solucion saturada de acido picrico y volvemos a valorar siguiendo la
téenica expuesta para determinacion del dipicrato. Lo unico que po-
dria entorpecer esta valoracion seria la introduccién del azul de meti-
leno, puesto que en el resto de la técnica nada hay que difiera del
modus operandi seguido.

Para comprobar este extremo, planteamos la siguiente experiencia:

Partiendo de una misma solucién control de nicotina de conocida
purcza, hacemos determinaciones mediante la técnica del picrico esta-
hlecida. Simultancamente realizamos determinaciones en otras muestras
de la misma soluciéon nicotinica, siguiendo el procedimiento de alcali-
metria directa. Sobre estas muestras va valoradas vertemos 25 ml de
solucién saturada de acido picrico, procediendo a valorar de nuevo con
arreglo a la téenica establecida. Si los datos obtenidos coinciden con los
de la valoracion picrica previa, no existe inconveniente alguno para po-
der utilizar, una tras otra, las dos técnicas sobre una misma muestra

problema.
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Tabla n.° 3
Determinacion de nicotina pura en soluciones

Comparacion de métodos de alcalimetria directa v precipitacion

picrica aplicados sucesivamente sobre una misma muestra

Control: 5 ml de solucion de nicotina pura al 0,498 %

(contenido tedrico T = 0,02490 g)

ReEsS| UsksTivA; DO'S MEDIAS
Alcalimetria Precipitacion Alcalimetria Precipitacion
directa picrica directa picrica
0,0253 0,0255
0,0248 0,0255
0,0246 0,0250 0,0248 0,0251
0,0246 0,0248
0,0246 0,0246
Discusion.

Como era de csperar, ¢s posible comparar los resultados por una y
otra técnica empleando ambas sobre la misma muestra.

Los resultados expuestos en la tabla nam. 3, revelan que ambos mé-
todos coinciden cuando se valora nicotina-basc en solucion pura. Las
medidas sc acercan satisfactoriamente a la realidad, si bicn sigue sien.
do ligeramente mas alta la obtenida por ¢l procedimiento del picrico,
aunque la diferencia entre ambas no ¢s aqui practicamente significativa.

Es de senalar la ventaja practica que significa la posibilidad de
hacer compatible la realizacion de ambos métodos sobre una misma

mucstra. Ello nos sera sumamente ventajoso en nuestras investigaciones.

Por otra parte si, junto a la nicotina existicsen otros alcaloides se
cundarios, como la nor-nicotina. por cjemplo. que no son determinados
por precipitacion con picrico, la diferencia entre los dos valores obte-
nidos nos dara una idea global de la proporcién en que tales alcaloides
estaran presentes.



314 ). CABO TORRES Y G TENA NUNEZ

DETERMINACION DE NICOTINA EN DISOLUCIONES COMERCIALES IMPURAS
AL ESTADO DE SULFATO

En el comercio circulan unas disoluciones de sulfato de nicotina,
obtenidas de los desperdicios de tabaco —principalmente pedinculos v
fragmentos de tallos— que una vez diluidos convenicntemente, se des-
tinan a usos agricolas.

Dichas disoluciones comerciales son muy impuras, por lo que su co-
lor es sumamente oscuro (castano-negruzeo) y su aroma fuerte y des-
agradable. En el mejor de los casos llegan a contener alrededor de un
50 7% de alcaloide.

Pensamos que el método hasado en la precip’tacion con picrico, por
operar sobre nicotina al estado de sal, nos brindara la posibilidad de
determinar ¢l alcaloide en dichas soluciones impuras de su sulfato, di-

rectamente sin necesidad de proceso extractivo previo.

Partimos de un producto comercial de marca determinada que ase-
gura una riqueza nicotinica de 45-50 %.

Tecnica:

Preparamos una disolucion acuosa al 2 % (V/V) del sulfato de
nicotina comercial. (Esta dilucién sigue teniendo color castaiio claro v
vonserva todavia su tipico y poco agradable aroma.)

De dicha solucidn sc toman cantidades variables, exactamente nic-
didas (pipeta fina), comprendidas entre 1 v 5 ml. El volumen medido de
dicha solucion comercial diluida de sulfato de nicotina, se vierte direc-
tamente de la pipeta a un erlenmeyer de 100 ml. Se completa con agua
hasta unos 25 ml v se anaden 25 ml de la solucion M/20 de acido pieri-
co, siguiendo después la técnica ya anteriormente descrita.

Damos a continuacion los resultados obtenidos:
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Tabla n.° 4

Delerminacion de nicolina en la solucion impura de su sulfato
Precipilaciéon picrica

Control: solucidn comercial de sulfato de nicotina al 3 °/, v/v

Cantidad de Metlias Riqueza de la

ml >
Nicotina muestra

0,0102
0,0104
0,0097 0,0101 , 50,5 %

1 ml |
i 0,0099
]

0,0102

0,0180 ?

0,0186 I fl
2ml 0,0186 0,0182 . 45,5 %

0.0180 | '

0,0178 |

3 ml ‘ ! 0,0277 0,0275 45,8 %

4 ml 0,0371 0,0370 46,3 %

Sml 0:0550 0,0551 45,9 %

Discusion:

Como puede apreciarse, los volumenes tomados de la solucion di-
luida del sulfato de nicotina impuro. equivalian a cantidades de alcaloide
que fluetuaron entre unos 10 y 55 mg.
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La riqueza nicotinica hallada para la solucion comercial de sulfato,
evpresada en tanto %¢, ha sido muy constante en las diversas serics de
determinaciones realizadas con cantidades de mruestra distintas. especial-
mente si consideramos como minima la de 2 ml. Vemos entonces que
dichas r‘quezas varian desde un minime de 45,5 % a un maximo de
463 7. Unicamente la media cncontrada para las determinaciones sobre
1 ml de muestra (equivalente a unos 10 mg de nicotina) se separa algo
de las restantes, alcanzando el valor de 59,5 % . Pero, naturalmente, en
esta serie de determinaciones, por ser menor la muestra, la desviacion
media cs superior, al considerarla en tanto %.

En todo caso, las medias gencrales obtenidas. rechazando o aceptan-
do el dato en cuestién, son de 45,9 y 46.8 respectivamente y su diferen-
cia apenas llega a un 2 % . Hemos de concluir, por tanto, que determi-
nando la nicotina por el método del picrico, tal y como se ha deserito,
directamente sobre disoluciones muy impuras de sulfato de nicotina, se
obtienen valores satisfactoriamente reproductibles con tomas de muestra
cuyo contenido en alcaloide varia entre 10 v 55 mg,.

POSIBILIDAD DE PERFECCIONAMIENTO DE LAS TECNICAS EXPUESTAS

Alcalimetria direcla en soluciones de nicolina-base

Comprobados los buenos resultados obtenidos, empleando soluciones
de normalidad 0,025 N, ocurre sin embargo, que variaciones de 0,1 ml
entre dos determinaciones significarian 0,0004 gramos (0,4 mg)} de nico-
tina que, en el caso de existir 10 mg de alcaloide, equivaldrian a un 4 %.

Por ello, hasados en la experiencia de uno de nosotros (9), quien
operando con otros alcaloides ha podido demostrar que incluso con solu-
ciones acidas o alcalinas 0,01 N se aprecia con toda exactitud el viraje del
rojo de metilo cuando se emplea en la modalidad de Shiro-Tashiro, nos
proponemos ahora aplicarlo aqui.

Técnica:

Preparamos una solucién acuosa de nicotina pura al 0,01 % (0,1
mg/ml).

Tomamos volimenes exactos de 1-3-5-10-20 ml (pipeta o bureta de
exactitud conveniente) que equivalen respectivamente a 0,1-0,3-0,5-1-2 mg.
de alcaloide. En el erlenmeyer de 50 ml de capacidad donde sc realiza-
ra la valoracién, se completan todas las muestras a 25 ml con agua desti-
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lada exenta de COs. se anaden 2-3 gotas de cada solucion del indicador
Shiro-Tashiro y se titula con acido 0.01 N hasta ¢l punto de viraje. Reali-
zamos pruebha en h'anco sobre 25 ml de agua. Para cantidades de nico-
tina hasta 2 mg. limite en que quedan comprendidas las estud adas, se
cmplea microhureta.

Se realizan cinco determinaciones en cada caso.

Tablan®°3
Determinacion de nicotina base en soluciones puras

Alcalimetria dirccta

Cantidades Resultados : ' N Desviaciones
Nicetina ‘ (mg) Medias || Desviaciones [ o dins (en %)
— el . s B, 14 :
I wiemaz - | | 0022
; 0120 | 0,010 '
0,] mg . 0,084 I o110 0,026 +199,
| 0,132 | 110 9% 0,022 |
! 0084 | 0,026 .
l | L
0,284 0,000 -
0,284 _ 0,000
03mg | 0,268 0,284 ' 0.016 +7.3%
| 0,316 95,7% 0,032
I 0,268 0,016 i:
|
.' i |
0,508 . 0,027
0,516 _ 0,035
05 mg | 0,452 - 0,481 . 0,029 L +439
0,468 | 962 % 0,013 '
0,460 L0021
K 1 M L gt
0,936 ‘ ' 0,023
0,968 | 0.,c01
Img | 0,968 | 0,969 . 0,001 +2,2 %
1,016 96,9 % 0,047
_ 0,955 0,014
W | {
| I 'I
’ 1,925 0028 |
! 2,002 ; 0,049 l
2mg | 1,978 . 1,953 0,025 | +119
| 1906 | 976% 0047 |
| 1,954 | 0,001 l
I
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Discusion :

La desviacion media, calculada para las 25 determinaciones que se
han realizado cn total, es de 0,62 mg, lo que significa que la téenica de
valoracion final por alcalimetria directa, en los casos que puede ser em-
pleada, gana cfectivamente en precision cuando se usa solucion acida
0,01 N y microbureta, apreciando el viraje con c¢l indicador de contraste
rojo de metilo-azul de metileno segin la féormula de Shiro-Tashiro.

El procedimiciito no es muy aceptable para muestras que contengan
menos de 0,3 mg de nicotina; vemos que cen la muestra de 0,1 mg la
desviacion alcanza cl clevado valor de 19 ‘¢ . Naturalmente, dicha desvia-
cion, asi expresada, disminuye al aumentar la concentracion de nicotina
en la muestra, quedando en un 7 %% para una cantidad a valorar de 0,3
myg dec alcaloide, para bajar a poco mas del 1 % cuando dicha canti-
dad es del orden de los 2 mg. Es decir que, pasando de 0,3 mg la ni-
cotina a determinar —para dicha cifra. la desviacion relativa es ain
considerable—. la técnica proporciona datos aceptables. Véase. como co-
rroboracion de ello, que la riqueza hallada para la nicotina ensayada cn

las muestras con 0,5-1 y 2 mg ha sido respectivamente 96, 97 y 98 .

Alcalimelria especilica por valoracion del acido picrico unido
a la nicotina como dipicralo

Eleccion de la normalidad apropiada de la solucion alcalina.

Quedé demostrado que la solucion alcalina a emplear en la neutra-
lizacion del picrico liberado del precipitado, podia ser 0.025 N, en vez de
0,1 N, como sc¢ recomendaba en ¢l método de Pfyl y Schmitt, con lo que
s¢ ganaba en precision.

Sin embargo, ¢s evidente que la apreciacion del punto de viraje cou
fenolftaleina, entorpecido por ¢l ¢olor amarillo de la solucion, no resulta
muy facil y la dificultad afecta, naturalmente, a la precision. Por ello nos
proponcmos ahora comprobar si una normalidad intermedia 0,05 N ven-
dria a compensar la pérdida de precision debida a la mayor concentra-
«ion, por la ganancia que significaria un aumento de sensibilidad en la

percepcion del punto de viraje.
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Siguiendo un orden ldgico, planteamos nna experiencia previa en la
jue, sohre cantidades de acido picrico. variables entre los limites apro-
x'mados con que operariamos, compararemos la dificultad de percepeion
en loz puntos de viraje entre las dos normalidades empleadas.

Para ello., lo que hacemos sencillamente, cs operar como se viene di-
ciendo para las pruebas en blanco. pero en unos casos neutralizando con
NaOH 0,025 N como siempre y cn otros con solucion alcalina de norma-
lidad 0,05.

Hemos observado que las dispersiones de los resultados ohtenidos en
cada caso son, aproximadamente ¢l doble con la solucion doblemente
diluida.

Por cllo no exste razén para sezuir em leando la solucién alealina
de normalidad 0.025 N toda vez que no aporta ventaja practica alguna.
In cambio aboga c¢n favor del empleo de solucion 0.05 N el hecho de
que. en igualdad de precision de los resultados, hay una mayor comodi-
dad en la percepcion del punto de viraje de la fenolftaleina.

Las razones expuestas nos inducen a adoptar como normalidad idé-
nca de la solucion alcalina la de 0,05 N.

Iuﬂucnria del lavado del prccipitado de dipicrato de nicotina.

Para varios autores es el punto que ahora ahordamos uno de los mas
vulnerables imputados a la técnica del picrico. Ello debido a que, por
la relativa solubilidad del dipicrato en agua, dicha operacion de lavado
ha de ser muy limitada en mimero de veces y en volumen. Pero, a su
vez, ¢l lavado insuficiente, acarrea una reteneién del acido picrico por
el mismo precipitado. que despnés sera valorado como formando parte
del reactivo liherado del dipicrato y. por tanto. tiende a dar resultados
€XCesivos.

Operando con nicotina pura. de calidad reconocida, vimos oportuna-
mente que ¢l lavado con la misma solucion pierica excedente de la pre-
cipitacion y luego con 4 ml de agua. daba resultados aceptables.

Procuramos ahora afinar aiin mas en este punto, tomando también
en consideracion la influencia que pudiera haber en la reproductibilidad
de los resultados de las prucbas en blanco; para ello planteamos la expe-
riencia que s¢ describe en sus detalles técnicos.

Intentamos previamente averiguar la influencia del lavado del pre-
cipitado con cantidades distintas de solucion de acido picrico M/20 di-
Inida al 1/10.
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Técnica:

Partiendo de cantidall conocida de nicotina pura, realizamos el la-
vado del precipitado como siempre o en cada caso, ademas, con 1-2-3
porciones. de 5 ml cada una, (5-10-15 ml en total) de solucion de acido
picrico M/20, diluida al 1/10 (v/v}, medianie pipeta de chorro fino; a
continuacion lavamos en todos los casos. como sicmpre, con 4 ml de agua.
kn-todo lo demis se opera sin ninguna otra variacion.

Para cada variante se rcalizan pruchas en bhlanco sobre un filtro de
igual tamaio que ¢l que recogio el precipitado, impregnandolo de so-
lucion de pierico M/20 y lavandole después de forma idéntica a como

ec opera con el precipitado.

Tabla n.° 6

Influencia en los resultados del lavado de dipicralo de nicolina

con solucion diluida de acido picrico

. Volumen (ml) | Idem pruebo Cantidad Dliltielye nc_icl y
Sistema del lavado Sol. 0,25 N en bianco Nicotina i
Bl (el - Hesle (m-c;:s;ig:lm.) {medis 5 daterm.) (9) Téucsn\:::]?s Ertl)sl‘:l{'l?ioen

Técnica usual . . . 4,87 + 0,02 0,53 0,0176
5 ml sol. Ac. picrico
M/20 diluvida al 1/10 4,74 + 0,025 0,41 0,0175 0,3 0,12
5 x 2 ml idem. idem. 4,61 + 0,02 0,28 0,0175 0,26 0,25
5x 3 ml idem. idem. 4,52 + 0,04 0,25 0,0i73 0,35 0,28

Discusion :

Vemos que los lavados del dipicrato de nlcotina obtenido, mediante
una, dos y tres porciones de 5 ml (5-10-15 ml en total) de la solucion
diluida dec acido picrico apenas influyen en el resultado final, compara-
do con el gque se obtiene operando como antes lo haciamos, es decir, la-
vando con la solucion picrica en que tuvo lugar la precipitacion, después
de filtrada aquélla. Dicha solucion esta saturada de picrato de nicotina.

Ohsérvese el paralelismo entre las diferencias de gasto de la solu-

cion alcalina 0,05 N para las determinaciones y las respectivas prucbas
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en blanco; dicho paralelismo cs casi perfecto entre las series de lavado
con 5y con 10 ml de la solucion picrica diluida. Cuando el volumen
total de los lavados asciende a 15 ml, el volumen gastado de la solu-
cion titulada, desciende poco en la prucba en blanco y algo mas en el
ensayo: la consecuencia natural es una ligera disminucion en el valor
obtenido. Por otra parte, ¢l valor medio de las desviaciones es algo mayor.

Luego no es neccsario ¢l proceder a tales lavados del precipitado de
dipicrato del alcaloide obtenido, puesto que se alarga y sc complica la
técnica sin necesidad aparente, va que el lavado primero con la solucion
pmicrica filtrada «aguas madres de eristalizacion» cumple también el co-
metido de recoger todo vestigio del precipitado que quedé en el matrae
donde tuvo lugar la precipitacion.

TECNICAS PROPUESTAS Y ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS

RESULTADOS OBTENIDOS

Determinacion de nicolina en soluciones puras de -
alcal'oide-base

Deseribimos a continuacion las técnicas completas de determinacién
de nicotina que recomendamos para cada tipo de muestra, recogiendo
lus modificaciones que se han ido incorporando como resultado de las
investigaciones que anteceden.

Reactivos: !

Solucion 0,01 N de acido sulfurico.

Indicador Shiro Tashiro.
a) Disolver 0,25 g de rojo de metilo en 50 ml de alcohol absoluto.
b) Disolver 0,083 g de azul de metileno en 50 ml de alcohol ab-
soluto.
Material:

Erlenmeyers (o vasos de precipitados) de 50 ml de capacidad.
Bureta de 10-20 ml graduada en 1/20 (0,05 ml).
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Técnica:

Se realizan diluciones convenientes de la muestra, para que las to-
mas de la misma contengan cantidades de alcaloide del orden de 0,5 a
15 mg y el volumen sea apropiado para ser medido con toda exactitud.
comodamente (pipcta o hureta de exactitud convenicnte).

El volumen medido se pasa a un erlenmeyer o vaso de precipitado
de unos 50 ml de capacidad, donde se realizara la valoracion. Se com-
pleta a 25 ml con agua destilada exenta de CO., se anaden 2-3 gotas de
cada solucién del indicador Shiro-Tashiro y se valora con el acido 0.01 N
hasta el punto de viraje (gris-azulado).

Se realizan pruebas en hlanco sobre 25 ml de agua destilada exenta
de CO, (Ja prucha en hlanco suele gastar alrededor de 0,05-0.1 ml del
acido).

1 ml del acido 0,01 N equivale a... 0,00162 ¢ Nicotina,

Notas:

" 1* Conviene conocer previamente el titulo aproximado de la so-
lucién de nicotina a valorar. para preparar diluciones de la solucién pro-
hlema (con agua cxenta de CO.) cuyo contenido aproximado fluctie en-
tre 0,5 v 15 mg de alcaloide. Cantidades inferiores a la minima, natural-
mente afectarian a la precision, como ya vimos (tabla nim. 5); canti
dades notablemente superiores a la maxima, haran necesario el uso de

recipientes de mayor capacidad que los aconsejados.

2 Con cantidades de hasta 3 mg de alcaloide, puede emplearse
microbureta (de 2 ml de capacidad total). Entre esta cantidad y 15 my
empleamos «semi-microbureta» de 10 ml de capacidad maxima, gradua-
da en 1/20 ml.

3. Aconsejamos preparar una soluciéon que contenga 0,2-2 mg/ml
y tomar de ella volimenes exactamente medidos para que se cumpla la

condicion anterior.
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Tabla n.* 7

Determinacion de nicotina en soluciones de alcaloide base

Alcalimelria directa: acido 0,01 N.

Cncilcncllt?:qd Resultados | Media d (d)®
0,508 0,030 0,00¢9
0,516 0,038 0,0014444
0,452 0,026 0,000676 # 0,02507
0,468 0,010 0,0001
0,5 mg. 0,460 0,478 0,018 ,000324
0,470 95,6 % 0,008 0,000164
0,490 0,012 0,000144 ¢ 0,0169
0,460 0018 0,000324 3,4%,
0,508 0,030 0,0009
0,450 0,028 0,000784
0,936 0,034 0,001156
0,968 0,002 0,000004
0,968 0,002 0,000004 ¥ 0,0294
1,016 0,046 0,002116
1 mg 0,955 0,970 0,015 0,000225
1,000 97% 0,03 0,0009
1,000 0,030 0,0009 = 0,0198
0,936 0,034 0,001156 29,
0,984 0,014 0,000196
0,936 0,034 0,001156
1,925 0,031 0,000961
2,002 0,046 0,002116
1,978 0,022 0,000484 80,0318
1,906 0,050 0,0025
2 mg 1,954 1,956 0,902 0,000004
1,938 97,8 % 0.018 0,000324
1,970 0,014 0,000196 £0,0214
1,978 0,022 0,000484 1,1 9%
1,922 0.034 0,001156
1,986 0)7h) 0,0009
4,84 0,06 0,0036
4,84 006 0.0036
4,76 0,4 0,0196 i+ 0,129
4,96 0.06 0,0036
5 mg 5,04 4,90 0'4 0,0196
5,04 98 % 0,14 00196
5,04 0,14 0.0196 = 0,087
4,80 0.0 0,01 1,8%
4,68 0.22 0,0484
4,96 0.06 0,0036
10,08 022 0,0484
10,08 0,22 0,0484
9,68 0,18 0,0324 40,173
9,72 0.4 0.0196
10 mg 9,96 9,86 0,10 0,01
9,76 98,6% 0,10 0,01
10,04 0,18 0,0324 £0,116
9,92 0,06 0,0036 "7
9,72 0,14 0,0196
9,64 0,22 0,0484
14,74 0,04 0,0016
14,80 002 0,0004
14,72 0,06 0,0036 10,151
15,00 0,22 0,0484
15mg 14,70 14,78 0,08 0,0064
14,60 98,5% 0,18 0,0324
14,64 0,14 0,0196 20,018
15,08 0,30 0,0900 0,67%
14,72 0,06 0,0036
14,76 0,02 0,0004
|
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Determinacion de nicotina en soluciones de sus sales y de
nicotina-base en soluciones impuras

Reactivos:

Solucién de acido picrico aproximadamente M/20: acuosa al 11-12 %
(practicamente a saturacion).

Solucién 0,05 N de NaOH.

Solucion aleohdlica de fenolftaleina al 1 %.

Tolueno (R. A.) o éter ctilico (R. A.).

Papel de filtro.

Material:

Vasos de precipitados o erlenmeyers de 50-100 ml de capacidad.
Vasos de precipitados de unos 100-150 ml tipo alto.

Emhudos de unos 5-6 em de diametro.

Varilla de vidrio maciza.

Bureta de 10-20 ml graduada en 1/20 ml (0,05 ml) o microbureta.

Técniea:

Se realizan diluciones convenientes de la muestra, para que las to-
mas de la misma contengan cantidades de alcaloide no inferiores a 2 mg.
El volumen exactamente medido (pipeta fina o burcta) de la solucién a
valorar se pasa a un vaso o crlenmeyer de unos 50 ml de capacidad vy, si
fuese necesario, se neutraliza al rojo de metilo.

Se anaden 25 ml de la solucion saturada (M,/20) de acido picrico y
se deja en reposo, tapando el recipiente. durante dos horas por lo menos.

Se recoge el precipitado filtrado por papel (unos 8 em de diametro,
desplegado) sobre un embudito de 56 em de didametro, empleando el
liquido filtrado para lavar por pequeinas porciones ¢l vaso, hasta conse-
ruir el arrastre total del precipitado al filtro.

Una vez escurrido el precipitado, se lava con 4 ml de agua, que cae
en chorro fino sohre la parte periférica del papel de filtro, de forma que
arrastre el precipitado hacia ¢l vértice del mismo.

Se dejan eaer (invirtiendo ¢l embudo) filtro y precipitado en un
vaso de unos 100 ml de capacidad. se anaden 10 ml de agua destilada
exenta de CO: y. con ayuda de una varilla de vidrio, se disgrega el pa-
pel, para que el precipitado quede interpuesto en el liquido. Se titula en
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presencia de fenolftaleina (4 gotas), con NaOH 0,05 N hasta color ana-
ranjado persistente después de agitacion; sc adicionan entonces 10 ml de
tolueno o éter (*), se agita (la solucion recobrara su color amarillo) y
se sigue valorando con cuidado. agitando enérgicamente tras cada adicion
—egota a gota— de la solucion alcalina hasta coloracion rosa-anaranjada
persistente a pesar de la agitacion.

Prueba en blanco: en embudo semejante al emj:leado en los ensayos
anteriores, se pone un filtro de papel de igual calidad y dimensiones que
el que sirvié para recoger el precipitado de dipicrato: se empapa cou
solucion saturada de acido picrico. se deja escurrir y se lava de idéntica
manera a como s¢ dijo mas arriba: se procede después como con el fil-

tro que contenia el precipitado.
1 ml de solucion 0,05 N... 0,00405 g de Nicotina.

Nota:

Cuando las cantidades de nicotina a valorar no pasen notablemente
-de 5 mg puede emplearse —y asi lo hacemos— una microbureta de 2 ml
si se dispone de microburetas de 3 ml de capacidad total, pueden usarse
para valorar hasta 10 mg del alcaloide.

(*) Hemos comprobado a lo largo de nuestras numerosisimas experiencias que el empleo de
uno u otro de los disolventes, carece pricticamente ds influencia en los resultados.
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Tabhlan.°§
Delerminacion de nicolina en soluciones de sus sales.
Precipilacion picrica, sin destilacion previa
Cantidad nicotina Resultados Media d (d)?
1,81 0,12 0,0144
1,94 0,1 0,0001
1,81 0,12 0,0144
1,90 0,03 0,0009 ™
1,94 0,01 googl |t 0117
2 mg 2,10 1,93 0,17 0,0289
2,10 96,5 % 0,17 0,0289 = 0,0789
1,86 0,07 0,0049 4 o,
1,81 0,12 0,0144
2,06 0,13 0,0169
5,08 0,22 0,0484
5,00 0,14 0,0196 o0
4,80 0,06 0,0036
4,80 0,06 0,0036
476 0,10 0,0100
5 mg 4,84 4,86 0,02 0,0004
4,92 97,2 9 0,06 0,0036 = 0,0748
4,88 0,02 0,0004 15 %
4,80 0,06 0,0036
4,72 0,14 0,0196
9,61 0,15 0,0225
10,04 0,28 0,0784 T 0,132
992 0,15 0,0256
9,76 0,00 0,0000
972 0,04 0,0016 = 0,0890
10 mg 9,80 9,76 0,04 0,0016 0.9
9,64 97,6% 0,12 0,0144
9,68 0,08 0,0064
972 0,04 0,0016
968 0,08 0,0064
14,80 0,00 0,0000
14,59 0,21 0,044)
14,67 0,13 0,0169 0,135
14,67 0,13 0,0169
14,79 C,01 0,0001
15 mg 14,84 14,80 004 - 00016 % 00910
1480 | 9870 0,00 0,0000 0,6°
14,88 0,u8 0,0064
15,00 0,20 0,0400

15,00 020 0,0400
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Discusion :

Al estudiar la precision de la téenica del picrico partimos de 2 myg
de nicotina en la muestra. pues con cantidades inferiores no se obtienen
resultados aceptables. Por lo mismo. en la alcalimetria directa partimos
de 0,5 mg del alcaloide, pues en la oportuna discusion de los resultados
contenidos en la tabla num. 5 (pags. 317 v 318) va apreciamos que la tée-
nica daba resultados aceptables, pasando de 0.3 mg la cantidad de nico-
tina a valorar.

Se deduce de los cuadros 7y 8 y de lo escrito en el parrafo anterior
que con el proceso de alcalimetria directa. tal y como lo hemos puesto a
jrunto, comienzan a obtenerse resultados vilidos con cantidades de nico:
tina cuatro veces menores que con el procedimiento del pierico. Cosa
logica, porque en la manipulacion de precipitados en plan cuantitativo,
operando con cantidades muy pequenas del mencionado precipitado, da
lugar a errores considerables. Todavia con 2 mg se obtiene un error del
1 %, superior al obtenido por alcalimetria directa (3,4 %) con la cuarta
parte de dicha cantidad y, desde luego. mucho mayor que el que encon-
tramos con este tltimo método para la citada cantidad, que es de 1,1 %.

Para las cantidades superiores, la téenica del picrico se muestra tam-
bién aceptable. puesto que el error fluctué entre 0,6-1,5 % Sin embargo,
las riquezas medias obtenidas en cada serie de cantidades distintas son
mas constantes para el método de alealimetria directa. En ¢l intervalo de
2 a 15 mg para esta técnica varié entre un minimo de 97,8 % y un ma-
ximo de 98,6 7% (diferencia 0,8 %) : en cambio, mediante la técnica del
picrico €l minimo y el waximo van de 96,5 Y% a 98,7 (difercncia 2,2 %).

Conclusiones

1.'—La nicotina-hase, en disoluciones puras, se determina rapida y cé-
modamente por alcalimetria directa en las condiciones establecidas

v sin necesidad de proceso extractivo alguno.

2.2 —Queda demostrado como dicha alcalimetria puede realizarse inclu-
so con acido 0,01 N. pues el punto de viraje se aprecia perfecta-
mente empleando el indicador de contraste rojo de metilo azul de
metileno. segun la formula de Shiro-Tashiro,
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3.2—La reproductibilidad conseguida es aceptable cuando la eantidad
de alealoide a valorar no es muy inferior a 00005 « 0,5 mg).

+4—Con cant’dades que fluctian entre 05 v 15 myg el error caleulado
con series de 10 determinaciones varia, respectivamente, entre 3.1
v 0,67 %.

SA—También pucle valorarse la nicotina en solucion sin proceso ex-
tractivo previo. mediante ¢l método hasado en la precipitacion del
dipicrato v posterior determinacion del acido picrico liberado, por

acidimetria en presencia e fenolftaleina.

G.—KEn cste ultimo método se obtiene mayor precision cmpleando so-
lucion alealina 0,025 (N/10) en vez de 0,1 N como preconiza la cla-
sica téenica de Pfyl y Schmitt. Sin embargo, con la mencionada
dilucion, la pereepeion dei punto de viraje se hace dificultoso.
debido al color amarillo propio del liquido que sc valora.

Th—Queda practicamente soslavada la aludida dificultad, sin que prac-
ticamente se pierda la precision lograda empleando la solucion al-
calina 0,05 N (N/20).

8. —Para ¢l lavado del precipitado de diplerato de nicotina es necesa-
rio el empleo de una solucién dituida de acido picrico como fos au-
tores de la téenica inicial propusieron: puede, no obstante. presein-
dirse de tal operacion, que alarga v complica la téenica seguida. Bas-
ta con pasar a través del precipitado las «aguas madresy que filtran
previamente, operacién que necesariamente se ha de realizar tras
cnjuagues sucesivos del matraz en que se precipité para recoger
en su totalidad el precipitado obtenido; esta manipulacion cums-
ple, pues, un doble ohjeto: trasvase total del precipitado y lavado
del mismo.

9.2 —Opcrando con la técnica del picrico con las modificaciones intro-
ducidas, puede determinarse la nicotina en cantidades que no ha-
jen de 2 mg. Con cantidades que fluctian entre 2 y 15 mg el
error calculado con series de 10 determinaciones varia respeeti-
vamente entre 4 y 0,6 %.

I3

10.2—Esta técnica, mas larga, menos comoda y menos sensible (en cuan-

to a cantidad minima valorable) que la de alcalimetria directa. es
por ello también menos recomendable para valorar la nicotina-

hasc en soluciones puras. En cambio la téenica del picrico es apli-
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cable a la valoracion de soluciones impuras del alcaloide-base asi
como también cuando se encuentra al estado de sal. tanto en solu-
ciones puras como impuras. Ejemplo de estas dltimas son las so-

luciones comerciales de sulfato de nicotina. para uso insecticida.

11.—Sobre una misma muestra a valorar. puede determinarse la nico-
tina por alcalimetria direeta o de retroceso y. posteriormente por
acidimetria subsizuiente a la precipitacion picrica. Ello posibilita
un doble control de la muestra asi como —en el caso de que el
primer valor sea muy superior al segundo— ¢l conocimiento de
la proporcion global en que pudieran estar presentes otros alea-
loides secundarios (nor-nicotina, por ecjemplo) que no son deter-

minados por ¢l procedimiento del picrico.
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