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1.- INTRODUCCION




Los alcaloides de la Rauwolfia son muy nume-
rosos. Las Rauwolfias pertenecen a la familia de las Apocinéaceas
y contienen varias docenas de alcaloides.

Estos alcaloides se han dividido (1) segln
su basicidad en los siguientes tres grupos:

1.- Bases de anhidronio cuaternarias, carac-
terizadas por su color amarillo y fuerte basicidad (pk 3,0 a 3,6).
Ejemplos: esteroisdmeros serpentina y alstonina.

2.- Bases de indolina terciarias, que son

incdoras y de basicidad intermedia (pk 5,7 a 5,9). Ejemplos: aj-



malina,iscajmalina, rauwolfinina, etc..

3.~ Bases inddlicas terciarias, incoloras y
de basicidad moderadamente débiles (pk 6,5 a 8,0). Este grupo se
puede subdividir, ulteriormente, como sigue:

3.17.- Alcaloides que contienen un oxigeno
heterociclico, ejemplos: g -yohimbina, reserpinina, reserpilina,
etc..

3.2.- Alcaloides en los que este ciclo es
carbociclico, tales como reserpina, resciﬁamina, etc..

En lo que concierne al uso de los compuestos
de esta familia en terapefitica, se pueden indicar algunas carac-
teristicas fundamentales. En primer lugar el nlimero y la varie--
dad de los alcaloides, sus actividades, con frecuencia netamente
diferentes, hacen que las preparaciones a base de Rauwolfia y
los alcaloides purificados no puedan confundirse. Sin embargo,
las dos propiedades esenciales de la mayoria de estos productos
son las siguientes:

1.- Accidn sedante y depresora.

2.- Accibn espasmolitica y vasodilatadora
usada en los tratamientos de la hipertensidn.

La reserpina es el més importante dentro de

los alcaloides de la Rauwolfia.

La f6rmula estructural de la reserpina es:




Se trata del:
yohimban-16-4cido carboxilico,11,17-dimetoxi 18—|(3,4,5—trimetoxi
benzoil)oxi|-metil ester(3g,16g, 174,18g,204).

La férmula empirica es C33H4009N2, y posee
una masa molecular de 608,7.

La reserpina se obtiene de las raices de
ciertas especies de Rauwolfia, principalmente R.serpentina y
R.vomitoria, o por sintesis. Otros nombres dados a este alcaloide
son: Bioserpina; Eskaserp; Reserpoide; Sandril; Serpasil; Serpi--
loide; etc..

Se presenta en forma de cristales blancos, o
polvo cristalino que se oscurece ligeramente por exposicidén a la
luz. Es cési insoluble en agua y en éter; soluble 1 parte en 2000
de etanol y 1 en 6 de cloroformo.

El punto de fusidn es de unos 2709C3con des—-
composicidn.

Es levo-rotatoria, siendo su poder rotatorio
especifico |alé3= -117,59(CHC13).

Este alcaloide posee propiedades antihiper—--
tensivas y tranquilizantes, pero a dosis elevadas puede provocar
un sindrome semejante al parkinson y una grave depresibn que pue-
de conducir al suicidio. Normalmente, los efectos colaterales son
transitorios y rédpidamente desaparecen por reduccidn de la dosis,

0 por tratamiento discontinuo. No se desarrolla tolerancia a la -

reserpina y tampoco aparece la formacién de habito (2).



2.- OBJETIVO



Como parte de un programa que se estd reali-
zando en este Departamento sobre fluorescencia y oxidacidn de di-
ferentes alcaloides de la Rauwolfia, se aborda en esta memoria:

1.- Estudio de la fluorescencia nativa o di--
recta de la reserpina, obteniéndose los espectros corregidos y no
corregidos de este importante alcaloide de la Rauwolfia en dife--
rentes disolventes; determindndose los miximos de excitacién y de
emisién. Asi mismo, se discute la posibilidad del uso de dicha
fluorescencia directa en determinaciones analiticas, estudiandose

la dependencia de la intensidad de fluorescencia con la concentra



cidén , y determindndose el limite de deteccibn en etanol. Se cal
cula también el rendimiento cuéntico de fluorescencia de la re-=-
serpina en etanol y en disolucibn de &acido acético 5N. Finalmen-
te se calcula la sensibilidad absoluta de fluorescencia en eta--
nol.

Previamente al estudio fluorimétrico, se ha-
ce un estudio espectrofotométrico.

2.- Se estudia también la cinética de la oxi
dacidn de la reserpina en disoluciones de acido acético por el -

perdxido de hidrdgeno.



3.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS




La reserpina fué aislada por primera vez por
Mueller, Schlitter y Bein (3). Dorfman y col. (4) estudiaron la
hidr6lisis de la reserpina, encontrando como consecuencia de la
misma &cido resérpico, acido 3,4,5-trimetoxibenzoico y metanol,
Yy sugirieron una estructura para este alcaloide.

Furlenmeier y otros (5) determinan los espec
tros I.R. y U.V. de la reserpina. Neuss y col. (6) dan la estruc
tura de la reserpina mediante el estudio de su hidrdlisis y de
su reduccidn.

Se han propuesto algunos métodos para la de-
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terminacidn analitica de este importante alcaloide por espectro-
fotometria. Mc. Mullen et al. (7) determinan diferentes constan-
tes fisicas de la reserpina (punto de fusidn, rotacidn dptica,
I.R. y U.V.) y dan métodos de andlisis de la reserpina mediante
espectrofotometria U.V..

Szalkowski y Mader (8) trataron una disolu--
cién alcohb6lica de reserpina con acido sulfirico diluido y nitri
to sbdico, observando la aparicibén de un producto fluorescente
amarillo verdoso que presenta un maximo de absorcidn a 390nm y
que emplearon para su determinacidn espectrofotométrica. Un pro-
cedimiento parecido al anterior es sugerido por Banes (9).

La fluorescencia nativa de la reserpina ha
sido estudiada por Undenfriend y col. (10) (11), pero se limitan
a indicar como maximo de excitacidén 300nm y como maximo de emi--
sidn 375nm a pH=1, sin corregir los espectros.

Haycock, Sheth y Mader (12), estudian.
también los espectros no corregidos de excitacidén y de fluores--
cencia de una serie de alcaloides de la Rauwolfia en disolucio--
nes de metanol, entre los cuales figura la reserpina.

Jung y Jungovd (13) indican los méaximos de
excitacidén y de emisién de la reserpina en metanol y en &cido a-
cético; sin embargo, no corrigen los espectros.

Radejovd y col. (14) estudian, asimismo, la
fluorescencia nativa de la reserpina y de otros alcaloides en me
tanol, con vistas a obtener informacidn sobre su estabilidad. Co
mo los anteriores autores indicados, sblo registran los espec—--
tros no corregidos de excitacidén y de emisidbn.

Para la determinacidn analitica de la reser-
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pina, se han desarrollado numerosos métodos basados, casi todos
ellos, en la oxidacién de la misma, obteniéndose asi productos
fluorescentes de mayor intensidad y con la ventaja adicional de
que el maximo de emisidn ocurre a mayor longitud de onda, elimi
nandose de esta forma las interferencias con otros indoles que
son excitados a 280 nm aproximadamente y emiten hacia los 350
nm . Asi Haycock y Mader (15) estudian la reaccidén de la reser-
pina con el nitrito sédico en medio acido sefialada anteriormen-
te (8)(9) y demuestran que tal reaccidén es privativa de los in-
doles con el grupo 11-Metoxi. Esta reaccibén fué m&s tarde apro-
bada como el método oficial (16) para determinacidn en prepara-
ciones farmacéuticas, pero ésta se hace espectrofotométricamen-
te . Debido a la gran sensibilidad de los métodos fluorimétri--
cos, se han empleado técnicas basadas en esta reaccibdn para la
microdeterminacidn de reservina en alimentos (17) (18) (19).

Posteriormente, Haycock y otros (20) estu-
dian la cinética de esta reaccibn de la reserpina con el &acido
nitroso, indicando que el proceso transcurre en dos etapas. En
primer lugar el acido nitroso reacciona con la reserpina proto-
nada para formar un complejo intermedio, que posteriormente ba-
jo la influencia de los iones hidrdgeno forma la 3,4-dehidrore-
serpina, que es el producto fluorescente . Proponen una expre--
sidén para la velocidad de reaccidn.

La reaccidn con el &cido nitroso ha sido
utilizada ulteriormente con algunas modificaciones para la de--
terminacién analitica de la reserpina y otros alcaloides en mé-
todos semiautométicos (21) (22) (23) .

La reaccidn de oxidacidédn con el &acido ni--



12

troso se ha estudiado, desde el punto de vista cinético con
otros alcaloides de la Rauwolfia (24) (25)

Stainier (26) (27) propone como oxidante el
dcido sulfovanddico y determina la reserpina y la rescinamina
espectrofotométricamente

Urbanyi y Stober (28), modifican el método
de Stainier (26) (27) y emplean como oxidante un reactivo que
contiene pentdxido de vanadio en &acido fosfdrico. Hacen un estu
dio cinético de esta reaccidn e indican que el efecto del pen--
t6xido de vanadio es el mismo que el del acido nitroso(20).Fi--
nalmente proponen la determinacidn fluorimétrica de la reserpi-
na y de compuestos relacionados con este reactivo.Este método
ligeramente modificado(29) (30) se ha empleado para el andlisis
fluorimétrico automatico de la reserpina.

Posteriormente, Stainier (31) aplica la
oxidacidn con el acido sulfovanaddico a otros alcaloides de es-
tructura parecida a la reserpina. Asimismo, Stainier y col.
(32), identifican el producto de oxidacidn sulfovanadica de
los alcaloides de la serie de la reserpina como el 3,4-dehidro
derivado. Finalmente, Kreienbaum (33) y Smith (34) , aplican
la oxidacidn con pentdxido de vanadio en acido fosfdérico, li--
geramente modificada,a la determinacidn analitica de la reser-
pina y de un grupo de alcaloides de la Rauwolfia .

Wright y Tang (35) estudian la fotoxida--
cién de la reserpina . Indican que el producto final de la
irradiacidén de la reserpina en disolucidén de cloroformo es la
3,4,5,6-tetradehidroreserpina y que la 3,4-dehidroreserpina es

un intermediato de esta fotoxidacidn
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Jakovlijevic (36) propone como método de de-
terminacidén la reaccidén de la reserpina con &cido p-toluensulfd-
nico en &cido acético glacial y la medida de la fluorescencia
del producto resultante pero no identifica al producto de esta
reaccidn.Jung y Jungova (13) , indican gue mientras que el &cido
nitroso origina el dehidroderivado, el &cido p-toluensulfdnico
inicia la formacidn de tetradehidroderivado .

Ademés de los oxidantes indicados hasta
ahora, se han ensayado otros compuestos tales como sales céricas,
dibéxido de selenio, permanganato , perbéxidos , peryodatos, etc.
(28) , indicdndose que no son adecuados para producir fluorescen-
cia significativa .

Dechene (37), indica que la fluorescencia
de disoluciones de reserpina en acido acético 5N se incrementa
notablemente mediante calentamiento con perdxido de hidrdgeno y
basdndose en este hecho propone un método para la determinacién
analitica de la reserpina. Sin embargo , no indica los productos
gue se obtienen en la reaccidn, ni siquiera la longitud de onda
a la que mide la fluorescencia . Tampoco efectfia ningln estudio
cinético .

Chiang y Chen (38), aplican la misma reac-
cibn de oxidacidén con perdxido de hidrdgeno a la 'déeterminacidn

de la yohimbina.



EXPERIMENTAL

Reactivos y aparatos.
Espectroscopia U.V.
Fluorescencia.

Cinética de la oxidacidn de la re
serpina por el perdxido de hidro-

geno.



4.1.- REACTIVOS Y APARATOS

4.1.1.- Reactivos

4.1.2.- Aparatos
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4.1.1.- Reactivos

La reserpina empleada fue de un alto grado
de pureza* .

Los disolventes utilizados fueron los si--
guientes: metanol y etanol Merck de grado de pureza para "fluo

rimetria", acetonitrilo Merck de grado de pureza para "espec--

* La reserpina fue suministrada por C.H.
Boeringer S6hn Ingelheim, S.A.E. . Les expresamos nuestro agra

decimiento .
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troscopia", &cido acético glacial Merck p.a.

Otros reactivos empleados fueron: perdxido
de hidr6geno 30% Merck p.a., bisulfato de quinina U.S.P. y an-

traceno purisimo

4.1.2.- Aparatos

Fue utilizado un espectrofotdmetro Perkin-
Elmer Modelo Lambda 5 U.V.-Vis. . Este aparato es de doble haz,
con rango de longitud de onda de 190 a 900 nm . La precisidn en
la seleccidn de la longitud de onda es de i0,3 nm, la reproduci
bilidad de 10,1 nm, v la precisidén fotométrica de i0,003A para
1A . Ademds dicho aparato posee un Printer/Plotter para recogi

da de espectros .

La fluorimetria se ha realizado en un es==.
pectrofluorimetro Perkin-Elmer Modelo 650-40 . Este aparato
utiliza una lampara de xenon de 150 w . Los monocromadores,
tanto de excitacibn como de emisidn, tienen una selecci®n de
paso de banda de 1,5 a 20 nm . El monocromador de excitacién
selecciona la radiacidén en un intervalo de 200 a 830 nm, el de
emisibn entre 200 y 830 nm . El detector es un R 928 detector
fotomultiplicador que se usa en un rango de longitud de onda
de 220 a 800 nm . Como registrador se ha utilizado un Hitachi
Modelo 057 XY . Para la obtencidén de los espectros corregidos,
tanto de excitacién como de emisidn, el espectrofluorimetro es
td provisto de un procesador de datos Perkin-Elmer Modelo

650-0178 .

La sensibilidad y la estabilidad del espec

trofluorimetro se comprobd mediante la banda Raman del agua
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destilada . Las longitudes de onda de excitacién y de emisidn se

comprobaron usando las lineas de la lampara de xenon a 450,71 nm
y 467,1 nm, asi como mediante disoluciones de bisulfato de qui-

nina (39) .

La termostatizacidn se realiz6 mediante un
termostato auxiliar Tectron Modelo 473-100 en el cual se consi-

gue una temperatura de i0,19C .

Para la determinacién de los rendimientos
culnticos se ha disefiado un sistema de adquisicidén de datos ba-
sado en un microordenador ATOM de Acorn. Comp., que permite el
registro del espectro y su tratamiento posterior . Las areas se
han calculado mediante integracidn numérica de la curva experi-

mental . El programa completo se recoge en el apéndice 1 .

Las constantes de transformacibén de la
3,4-dehidroreserpina en 3,4,5,6-tetradehidroreserpina se han de
terminado a partir de los maximos de intensidad relativa de
fluorescencia frente al tiempo . A tal fin se ha realizado un
ajuste polindmico por el método de los minimos cuadrados de los
puntos experimentales, obteniéndose el maximo de la curva por
derivacién analitica de é&sta . El listado del programa de ajus-

te se encuentra en el apéndice 2 .
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4.2 .- Espectroscopia U.V.

Se han registrado los espectros de absorcidn
del U.V. de la reserpina en metanol, etanol, acetonitrilo y en di
soluciones de &acido acético 5N . Se hicieron pruebas de estabili-
dad de la reserpina en estos medios y las disoluciones resultaron
suficientemente estables durante el transcurso de las experien---
cias; se emplearon siempre matraces topacio durante el proceso de
disolucibn y de medida para evitar la fotoxidacidén .

La concentracidn de reserpina para la obten-

5

cién de los espectros de U.V. fué de 4.10 ° M en todos los casos,
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ésta es suficiente para alcanzar una buena resolucidn de los mé-

ximos de absorcidn . En las figuras 1-4 se presentan los citados

espectros y en la tabla (I) se indican las longitudes de onda de

los maximos en los disolventes utilizados .
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TABLA I

Longitudes de onda de los maximos de absorbancia en el U.V.

de la reserpina en los distintos disolventes.

Disolventes A (nm
Metanol 268
295
Etanol 268
295
Acetonitrilo 267
295
Ac. acético 5N 268

295 (h)
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Asimismo, se ha calculado la absortividad
molar de la reserpina en cada uno de los diferentes medios a las
longitudes de onda correspondientes a los m&ximos de absorcidn a
partir de la ley de Lambert-Beer :

A =€g.l.c
_1)

donde A es la absorbancia, e€la absortividad molar(l.mol_T.cm

’

1 el espesor de la cubeta en cm, y ¢ la concentracibén en moles.l—1

Para ello, se han medido las absorbancias a los citados maximos
y a diferentes concentraciones . En las tablas (II,III,IV,V) se
recogen los resultados . En todos los casos se observé una buena
linealidad, como queda reflejado en las figuras 5-8 .

En la tabla (VI) se recogen los valores de
absortividad molar calculados a partir de los datos precedentes
para cada uno de los disolventes a las diferentes longitudes de
onda correspondientes a los m&ximos de absorcidn . Se indica asi
mismo en dicha tabla los coeficientes de determinacidén y las or-

denadas en el origen .



TABLA IT

Absorbancias de disoluciones de reserpina en metanol a

diferentes concentraciones medidas a A =268nm y a A =295nm.

1

Concentracibén(mol.l” ') Absorbancia (268nm) Absorbancia(295nm)

5

1,05.10" 0,187 0,118

3,15.107° 0,537 0,337

4,21.107° 0,726 0,455

5,26.107° 0,885 0,555

6,31.107° 1,073 0,670

7,36.107° 1,241 0,779
TABLA IITI

Absorbancias de disoluciones de reserpina en etanol a

diferentes concentraciones medidas a A =268nm y a A =295nm.

1

Concentracién{(mol.l ') Absorbancia (268nm) Absorbancia (295nm)
_5
1,00.10 0,177 0,113
3,00.10~5 0,514 0,326
3,50.107° 0,604 0,383
4,00.107° 0,699 0,444
4,5.107° 0,763 0,485

5,00.10"° 0,860 0,546



TABLA IV

Absorbancias de disoluciones de reserpina en acetonitrilo

a diferentes concentraciones medidas a A=267nm y a A=295nm.

1

Concentracidn (mol.l” ') Absorbancia(267nm) Absorbancia(295nm)

1,05.107° 0,187 0,103
4,21.107° 0,747 0,412
5,26.10"° 0,932 0,515
6,31.107° 1,125 0,618
7,36.107° 1,319 0,730

TABLA V

Absorbancias de disoluciones de reserpina en &cido acéti-

co 5N a diferentes concentraciones medidas a A=268nm y a

A\ =295nm.
Concentracién(mol.1'1) Absorbancia (268nm) Absorbancia{(295nm)
-5
1,02.10 0,157 0,100
3,06.107° 0,465 0,298
4,07.107° 0,614 0,392
5,09.107° - 0,769 0,492
6,11.107° : 0,921 0,588

7,13.107° 1,069 0,683
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TABLA VI

Valores de absortividad molar, ordenada en el origen y coe-
ficiente de determinacién de la reserpina en diferentes di-
solventes a las longitudes de onda correspondientes a los

méximos de absorcibn.

1 =1

Disolvente A (nm) e{(l.mol” .cm ') Ord. origen r

Metanol 268 16,7.10° 0,013 0,999
Metanol 295 10,5.10° 0,009 0,999
Etanol 268 17,0.10° 0,007 0,999
Etanol 295 10,8.10° 0,005 0,999
Acetonitrilo 267 17,9.103 -0,004 0,999
Acetonitrilo 295 9,9.10° -0,003 0,999
Ac. acético 5N 268 14,9.10° 0,006 0,999

3

Ac. acético 5N 295 9,5.10 0,004 0,999



4.3.- FLUORESCENCIA

4.3.1.- Fluorescencia nativa o directa

4.3.2.- Efecto de la concentracidn en
la intensidad de fluorescencia.
Limite de deteccidn.

4.3.3.- Rendimientos cuénticos. - -Sensibi

lidad absoluta de fluorescencia.
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4.3.1.- Fluorescencia nativa o directa

Se han estudiado las caracteristicas espec-
trofluorimétricas de la reserpina en metanol, etanol, acetonitri
lo y &cido acético 5N . Se hicieron pruebas de estabilidad de la
reserpina en estos medios y las disoluciones resultaron suficien
temente estables durante el transcurso de las experiencias, man-
teniendo siempre las discluciones en matraces topacio

En primer lugar, se obtuvieron los espec---
tros no corregidos de excitacidén y de emisidén; la concentracidn

de reserpina en los disolventes utilizados fué de 5 ug.ml_1. De-

)
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bido a la pequefla solubilidad de la reserpina en los diferentes
disolventes, las disoluciones se prepararon de la siguiente for
ma: se pesaron 0,0125 gramos de reserpina y para disolverlos se
les afiadié 1 ml de cloroformo, esto se llevé a 50 ml con el di-
solvente, se tomd 1 ml y se volvid a diluir hasta 25 ml, obser-
vandose en todas las diluciones que no aparecia precipitado
Las medidas se efectuaron gon disoluciones preparadas inmediata
mente antes de su utilizacidén y se les burbujed nitrdgeno para
evitar la amortiquacidn ("Quenching") del oxigeno del aire .

Las rendijas de excitacidn y de emisién
 usadas para la obtencidn de los espectros no corregidos fueron
de-2 y 6 nm respectivamente

Seguidamente se obtuvieron los espectros
corregidos de excitacidn y de emisidn, que se registraron en
cuantos relativos frente a la longitud de onda . Se empled co-
mo patrédn para tales correcciones la rodamina B . El rango de
longitudes de onda corregido fué 280-600 nm para emisidén . E1l
intervalo entre puntos vecinos corregidos fué de 0,8 nm . Las
rendijas de excitacidén y de emisibn utilizadas para la obten--=
cidn de los espectros corregidos fueron 2 y 6lnﬁ respectivamen-
te . |

En las fiquras 9-12 se presentan los espec
tros no corregidos (...) y corregidos (——) de:.excitacidn y de
fluorescencia de la reserpina en metanol, etanol, acetonitrilo,
y &cido acé&tico 5N

En la tabla (VII) se recogen las longitu--
des de onda de los maximos de excitacidn y de emisidn de la re-

serpina en los antes mencionados disolventes
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TABLA VII

Valores de las longitudes de onda de los miximos de exci-
tacién y de emisidn de la reserpina en metanol, etanol,

acetonitrilo y &cido acético 5N.

Disolvente A xc, (nm) Aeq, (nm)
Metanol 271, 295 362
Etanol 271, 295 365
Acetonitrilo 270, 295 350

Ac. acético 5N 271, 295¢(h) 366
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4.3.2.- Efecto de la concentracidnen la intensidad de fluorescen-

cia . Limite de deteccidn

Se estudidé también la relacibén entre la inten
sidad relativa de fluorescencia en el madximo de emisidn y la con-
centracibdn para disoluciones de reserpina en etanol (:%xc.= 295
nm, >ém.= 365 nm)

La figura 13 indica una dependencia lineal

hasta concentraciones de aproximadamente & ug.ml—1 .

Se determind® el limite de deteccibén en disolu
ciones de etanol . La tabla (VIII) indica los valores de emisibn
del blanco (etanol) a 365nm para una longitud de onda de excita--
cibén de 295nm . Se indica, asimismo, la media de estas medidas y
la desviacidn standard . De la pendiente de la curva de calibra--
cidn (figura 13) se obtiene como valor de la sensibilidad 12,8 In
tensidad relativa.ug_1.ml . Para un nivel de confianza del 90% el

limite de deteccibn se calcula mediante la fbérmula:

3 Sbl
Sensibilidad

donde Sbl es el valor standard de las medidas del blanco
El valor encontrado es 3.107° ug.ml—1=3 ngsml~

4.3.3.- Rendimientos culnticos . Sensibilidad absoluta de fluores-

cencia .

Se han determinado los rendimientos cuanticos
o
(Q) a 257C de disoluciones de reserpina en etanol, y en acido acé

tico 5N . Para ello se han comparado los espectros corregidos de

1
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emisién de las disoluciones de reserpina con el correspondiente

al del bisulfato de quinina en &acido sulfirico 1N, gue se tomd

como sustancia de referencia .

Las figuras 14-15 muestran los espectros co-
rregidos de emisidén de la reserpina en etanol y en &cido acético
5N respectivamente, y los correspondientes al bisulfato de quini-

na en acido sulfGrico 1N .

Estos espectros se obtuvieron a partir de di-
soluciones diluidas recientemente preparadas a las que se les bur
bujed nitrdgeno, excitando a una longitud de onda de 300nm . Las
rendijas de excitacidn y de emisidn fueron de 5nm y 6nm respecti
vamente . Se midieron, asimismo, las absorbancias de las citadas
disoluciones . Las areas bajo los espectros se calcularon median-:
te la conexidn de un microprocesador de datos al espectrofluori-
metro y haciendo uso de un programa especialmente preparado para
este fin (vease apéndice 1). Como rendimiento cu&ntico del bisulfa
to de quinina, sustancia de referencia, se tomd el valor de 0,546.

Los rendimientos cuénticos se calcularon ha--

ciendo uso de la férmula:

Area bajo espectro reserpina Ab. bisulf. quinina
Area bajo espectro bisulf. quinina Ab. reserpina

Q = 0,546

En la tabla (IX) se indican los valores de
los paré@metros antes indicados necesarios para tal cédlculo, y los

valores de los rendimienhtos culnticos .

Con el valor del rendimiento cufntico se pue-

de obtener la sensibilidad de fluorescencia para la banda comple-



43

ta de emisién, determinando previamente la absorbancia por centi-
metro para una concentracidn de 1 ug.ml_1 a una longitud de onda
Correspondiente al méaximo de absorcién (271nm) . Asi mismo, cono-
ciendo la anchura espectral de banda del espectro de fluorescen--
cia se obtiene la sensibilidad de fluorescencia para el pico de

emisi®én . En la tabla (X) se indican los resultados .
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TABLA VIII

Valores de emisidén de etanocl a 365nm para Ae =295nm.

XC

I I I
0,34 0,36 0,38
0,34 0,36 0,38
0,35 0,37 0,37
0,37 0,36 0,38
0,36 0,35 0,37
0,37 0,36 0,38
0,37 0,37 0,38
0,40 0,37 0,38
0,38 0,37 0,38
0,37 0,38 0,38
Media= E;i= 0,37

Desviacibn standard= S,

b1= 0,013
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TABLA IX

Rendimiento cudntico de la reserpina en etanol y en &cido

acético 5N.

Area (unida-

Compuesto Disolvente Aexc (nm) Ab. des relativas) Q
Reserpina Etanol 300 0,016 7.332 0,050
Reserpina Ac. acético 5N 300 0,016 6.378 0,044
Bisulfato

de quinina Ac. sulfQrico 1N 300 0,016 79.808 0,546



TABLA X

Sensibilidad absoluta de fluorescencia de la reserpina en

etanol.

. -1
D _ = absorbancia por cm para una concentracidn de 1 ug.ml

al maximo de absorcidn, 271nm = 0,026

Q‘Dméx = sensibilidad de fluorescencia para la banda completa

de emisidén = 00,0013

H= anchura espectral de banda del espectro de fluorescencial( W~

= 0,45

Q'Dméx.

H = sensibilidad de fluorescencia para el pico de emisidn

= 0,0029

1
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4.4.1.- Oxidantes ensayados .

Antes de comenzar con el estudio cinético de
la oxidacidn de la reserpina, se efectuaron pruebas cualitativas
de esta reaccidn con diferentes oxidantes, identific&ndose por
espectrofluorescencia los productos de oxidacidn . Los oxidantes
ensayados fueron: perdxido de hidrdgeno, perclorato pot&sico y
acido p-toluensulfénico . Se operé a temperatura de 80°-90°%C y
se mantuvo la reaccidn diferentes tiempos . Espectrofluorimétri-

camente se comprobd que se forma en primer lugar la 3,4-dehidro-

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA

BIBLIOTECA
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reserpina y posteriormente la reaccidn continfia,originé&ndose la

3,4,5,6-tetradehidroreserpina . En este trabajo se eligibé como

-

oxidante el perbxido de hidrégeno

4.4.2.- Amotiguacidn de la fluorescencia de la reserpina por el

perb6xido de hidrdgeno

En los ensayos previos, citados anteriormente,
de la oxidacibn de la reserpina con el perdxido de hidrbgeno, se
observd que adem&s de la citada oxidacibn, el per6xido de hidrdge
no ocasiona una amortigquacién ("Quenching") en la fluorescencia
de este alcaloide, por lo que se procedid en primer lugar al estu
dio de este fenbmeno . Se operd a 25%¢ y se registrd la intensi--

B

dad de fluorescencia de disoluciones de reserpina (2,5 ug.ml™
en 4cido acético 5N para diferentes concentraciones de perdxido
de hidr6geno . La longitud de onda de excitacidén fué de 271nm y

la de emisibébn de 365nm . Las rendijad de- excitacibn y de emisidn

fueron respectivamente de 4 y 6 nm .

En la tabla (XI), se recogen los resultados
obtenidos, donde Io es la intensidad relativa de fluorescencia en
ausencia de perd6xido de hidrdgeno e I la correspondiente intensi-
dad relativa a diferentes concentraciones de perdéxido de hidrdge-

no .

En la figura 16, se representa IO/I frente a
la concentraci6n molar de perdxido de hidrbgeno . La pendiente de

la recta, constante de Stern-Volmer, tiene el valor de 1,05 l.mol_!
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TABLA XI

Valores experimentales de IO/I frente a la concentracidn

molar de perdxido de hidrégeno.

1

I, /1 [H,0,] (mo1.17")
1,00 0,000
1,04 : 0,018
1,06 0,059
1,16 0,150
1,26 0,220
1,31 0,290

4.4.3.- Cinética de la oxidacidn .

La reaccidén de oxidacidén de la reserpina por
el per6xido de hidrbgeno se siguid espectrofluorimétricamente .
En primer lugar se observS la disminucidn de la intensidad de

fluorescencia de la reserpina con el tiempo ( Aexc = 271 nm,
A

em.= 365 nm), y simult&neamente se midi6 la variacién de la in

tensidad de fluorescencia de la 3,4-dehidroreserpina
(‘%xc.z 400 nm,A.em.= 500 nm) y de la 3,4,5,6-tetradehidroreser-

pina (A = 330 nm, ) = 420 nm) . En todos los casos se mantu
exc. em. =
vieron constantes la apertura de las rendijas de excitacibn y de

emisibn a 4 y 6 nm respectivamente

El portacubetas del espectrofluorimetro se

acopld a un termostato, permitiendo mantener las temperaturas con
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una precisién de iO,SQC . Antes de la adicidén del perdxido de hi
drbgeno, se burbujed nitrdgeno a las disoluciones del alcaloide

Como disolvente se utilizd acido acé&tico 5N .

Se ha estudiado la influencia de la temperatu
ra y de la concentracidén del alcaloide, utilizando siempre exceso
de oxidante . Adem&s se han hecho algunos ensayos sobre la influen-
cia de la concentracién del peréxido de hidrbgeno y de la aci-

dez del medio

4.4.4.~ Determinacibn de las constantes de velocidad .

Se preparan disoluciones de reserpina en aci-
do acético, a las que se les burbujea nitr6geno.. Se introducen
en el termostato hasta que alcanzan la temperatura de trabajo,
posteriormente se les afiade el perdxido de hidrdgeno; momento en
el que comienza la reaccidén . Se toman ripidamente dos partes ali
cuotas de la disolucidn y se colocan en sendas cubetas del espec-

trofluorimetro . La concentracidn del alcaloide es de 4.10-7 M

(0,25 ug.m1"]

), la del perdxido de hidrbégeno 0,088 M (0,3%), y el
disolvente &cido acético 5N . A continuacidn, y a diferentes in--
tervalos de tiempo, se va midiendo la intensidad relativa de fluo
rescencia de la reserpina (cuya concentracidn va disminuyendo),
de la 3,4-dehidroreserpina (la concentracidn comienza aumentando,
llega a un méximo, para posteriormente disminuir) y de la 3,4,5,6-
-tetradehidroreserpina (su concentracidén aumenta) .

Estas medidas se hicieron a las siguientes
temperaturas: 529, 609, 659, 709, 75Q Yy 839C . En las tablas (XII,
XIII, XIV, XV, XVI y XVII) se recogen los resultados experimenta-

les . Cada medida que aparece en las tablas es el valor medio ob-
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tenido con cada una de las muestras colocadas en las cubetas . En
las citadas tablas aparece también el valor del blanco obtenido

en las mismas condiciones experimentales, pero sin alcaloide .

En la figura 17, se representan, como ejemplo,
las intensidades relativas de fluorescencia, a las que se les ha
restado el valor del blanco, frente al tiempo en minutos para el
caso de 65°C (obsérvese que los valores de las intensidades que
figuran en ordenadas son, para cada caso, proporcionales a los ex
perimentales) .

La forma de las curwvas de esta figura, indi--
can que se puede considerar el proceso, en las condiciones a las
que se ha operado, como una reaccibdn consecutiva (como se vera en

la discusidn) .

Los valores de las intensidades relativas de
fluorescencia de la reserpina se ajustan a una cinética de primer
orden con respecto al alcaloide . A titulo de ejemplo, en la figu
ra 18 se representa, para 659C, el logaritmo neperiano de las in-
tensidades relativas de fluorescencia, excluido el valor del blan
co, frente al tiempo, observandose una dependencia lineal . Proce
diendo de la misma manera para las diferentes temperaturas experi
mentales, se han obtenido las correspondientes pendientes, de las
cuales se obtuvieron las constantes cinéticas k1, correspondien--
tes a la transformacidén de la reserpina en 3,4-dehidroreserpina .
En la tabla (XVIII), se recogen los valores de dichas constantes
de velocidades, indicandose, ademis el m&ximo error estimado para

dichas constantes .

En la figura 19, se representan los valores
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de las intensidades relativas de fluorescencia (excluido el valor
del blanco), para la 3,4-dehidroreserpina, para el caso de GSQC
Operando de forma similar para el resto de las temperaturas, se
determind el tiempo para el cudl la intensidad de fluorescencia
tiene un valor maximo, mediante un programa de ajuste polinomial
basado en el método de los minimos cuadrados (vease apéndice 2).
Los valores de estos tiempos, tméx.' asi como las correspondien-
tes intensidades Imax.' se recopilan en la tabla (XIX) . A par--
tir de los valores de estos tmax.’ se evalGa la constante de ve-

locidad, k correspondiente a la transformacidn de la 3,4-dehi-

2’

droreserpina en 3,4,5,6-tetradehidroreserpina . Los valores obte

nidos para las diferentes temperaturas se indican en la tabla

(XVIII) . Asimismo, en dicha tabla figura el error méximo estima
do para k2 .
4.4.5.- Influencia de la temperatura

En las figuras 20 y 21 se representan los lo
garitmos neperianos de las constantes k1 Y k2, respectivamente,
frente a la inversa de la temperatura absoluta . A partir de las
pendientes de las rectas se obtienen los valores de las energias

de activacién:

E.= 15,9 Kcal.mol™ '= 66,5 KJ.mol |

1:

1

Ey= 11 Kcal.mol '= 46 KJ.mol™ !
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4.4.6.- Influencia de la concentracidn de reserpina

Manteniendo la temperatura a 65°C y con la
misma concentracién de perdxido de hidrdgeno, 0,088 M, se ha es=
tudiado la influencia de la concentracidn de la reserpina . Las
disoluciones estudiadas fueron de las siguientes concentraciones

-7 7 -7 7

en alcaloide: 1,03.10° ', 2,05.10° ", 4,10.10" ", y 8,21.107" M .

En las tablas (XX, XXI, XIV, y XXII) se indi

can los resultados experimentales

Procediendo de forma andloga a la indicada
en el apartado anterior, se eval@lian los valores de las constan--

tes k1 y k2 gue se presentan en la tabla (XXIIT) .



TABLA XII

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), y 3,4-dehidrore-
serpina(DR), en &cido acético 5N a 52°cC.

| u 1

292|= 0,088 mol.1”
|Reserpinal= 4,10.107 mo1.1""

(exc.271nm (exc.400nm

t(min) Ir em. 365nm) IDR em. 500nm)
5 : 4,60 4,20
10 4,40 4,99
20 5,30 11,70
30 4,86 17,30
40 4,50 23,90
50 4,15 30,60
60 3,90 : 37,70
70 3,50 44,30
80 3,18 51,00
90 2,92 56,40
100 2,66 61,70
110 2,45 65,60
120 2,26 69,60
130 2,15 72,40
140 2,05 74,50
150 1,96 76,50
170 1,88 78,00
195 1,82 79,50
210 1,80 79,50
230 1,82 78,90
250 1,83 78,80

Tplanco 0,11 0,80



TABLA XITI

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R),y 3,4-dehidroreser-

pina(DR), en &acido acético 5N a 60°c.

-1
|H,0,{= 0,088 mol.1

|Reserpinal=4,10.10"7 mo1.17"

(exc.271nm) (exc.400nm

t(min.) IR em. 365nm) IDR em.500nm)

5 5,05 8,06
10 4,86 11,80
15 4,65 16,00
20 4,33 20,80
25 4,05 26,20
30 3,70 31,20
35 3,53 36, 30
40 3,21 | 40,90
45 3,04 45,40
50 2,82 49,40
55 2,63 53,20
60 2,42 56,10
65 2,30 59,30
70 2,22 61,50
80 2,05 64,80
90 1,95 66, 60
100 1,85 67,70
110 1,77 67,40
120 1,71 66,70
130 1,65 66,70

Iyianco 0,63 0,50



TABLA XTIV

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR),y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en &acido acé-

tico 5N a 65°9C.

[H205(- 0,088 mo1.17"
|Reserpina|=4,10.10'7 mol.1”"

(exc.271nm (exc.400nm (exc.330nm

t (min) TR em. 365nm) IDR em. 500nm) IrR em. 420nm)
6 3,90 5,30 0,60
9 3,80 7,40 0,64

12 3,60 10,00 0,67
15 3,50 13,20 0,74
18 3, 30 16, 30 0,76
21 3,10 19,90 0,79
24 2,90 23,40 0,85
27 2,70 27,00 0,90
30 2,55 30,60 0,98
33 2,40 34,10 1,05
39 2,00 40,00 1,20
42 1,95 43,00 1,33
45 1,80 45,00 1,40
48 1,70 46,80 1,53
51 1,60 48,90 1,60
54 1,50 50,00 1,70
57 1,50 51,60 1,80
60 1,36 52,50 1,95
63 1,30 53,10 2,05
69 1,25 54,30 2,30
72 1,22 54,50 2,40
74 1,20 - 54,50 2,50

76 1,23 54,60 2,60



TABLA XIV(CONTINUACION)

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR), y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en &acido
acético 5N.a 65 2cC.

. I {exc.271nm I (exc.400nm I (exc.330nm

t (min.) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)

78 1,20 54,60 2,65

80 1,18 54,30 2,75

83 1,15 54,20 2,90

86 1,14 54,00 3,00

89 1,13 53,50 3,10
=92 1,08 53,50 3,36

95 1,13 53,30 3,36

99 52,90 3,55
102 52,70 3,70
105 52,20 3,80
108 1,15 51,70 4,00
111 51,60 4,06
114 - 51,30 4,20
116 50,90 4,30
118 50,40 4,40
120 49,90 4,50
124 1,17 49,50 4,78
127 49,20 4,85
130 48,80 5,01
133 48,40 5,10
136 47,90 5,20
139 47,20 5,30
142 1,15 47,10 5,45
145 46,70 5,60
148 46,10 5,70
152 45,60 5,80
155 45,10 6,00

159 44,90 6,10



TABLA XIV (CONTINUACION)

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR), y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en &acido
acético 5N a GSQC.

(exc.271nm (exc.400nm I (exc.330nm
t (min) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)
162 1,16 44,20 6,30
168 43,20 6,50
175 42,50 6,91
180 41,70 7,10
190 1,22 40,20 7,50
200 39,00 7,90
220 36,10 11,20
240 1,36 33,50 10,24
260 30,90 10,00
280 27,90 10,40
300 25,30 11,00
320 22,80 11,50
340 20,80 11,50
360 1,50 18,90 12,40
380 17,10 12,60
400 15,20 12,80
420 13,70 13,00
430 1,60 13,00 12,50
435 12,60 12,50

I
blanco 0,30 1,64 0,40



TABLA XV

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), y 3,4-dehidrore-
serpina(DR), en &cido acético 5N a 7CRC.

IH202]= 0,088 mol.1”
|Reserpinal= 4,10.15"7 mo1.1~"

(exc.271nm (exc.400nm~

I I

t(min.) R em. 365nm) DR em. 500nm)

3 4,35 6,94

6 3,71 11,80

9 3,60 16,20
12 3,30 20,70
15 2,95 25,20
18 2,72 30, 40
21 2,55 34,80
24 2,30 39,40
27 2,12 43,40
30 1,95 47,20
33 1,88 49,80
36 1,71 52,40
39 1,60 54,40
42 1,47 55,70
45 1,39 56,80
48 1,35 57,70
51 1,30 58,10
56 1,22 57,70
61 1,21 57,60
66 1,25 57,20
71 1,22 56,60
76 1,19 55,50
81 1,19 54,70
90 53,30

100 51,50



TABLA XV _ (CONTINUACION)

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), y 3,4-dehidrore-

serpina(DR), en &cido acético 5N a 709cC.

. I (exc.271nm I {exc.400nm
t (min) R em. 365nm) DR em. 500nm)
110 50,00
120 48,20
130 45,80
140 44,20
150 42,00
205 1,40 32,40
215 30,50
230 27,50
245 1,60 25,20
260 22,80
275 20,40
290 1,50 18,40
305 16,80
320 15,00
335 1,74 13,50
340 13,50
355 11,20
370 1,64 9,71
385 8,78
400 7,80
415 1,55 7,06

Iblanco 0,40 1,40



TABLA XVI

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR), v 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en acido
acético 5N a 75°¢C.

|n,0,|= 0,088 mol.1”

|Reserpinal=4,10.10"7 mol.1”"
. I (exc.271nm (exc.400nm (exc.330nm
t(min.) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)
3 4,70 6,20 0,85
6 4,00 9,59 0,87
9 3,40 15,40
12 3,16 20,70
15 2,75 27,30
18 2,40 32,90 1,35
21 2,10 38,10
24 1,90 42,50
27 1,70 45,80
30 1,52 48,70 2,30
33 1,40 50,50
36 1,35 51,60
39 1,30 52,20
42 1,20 52,20 3,42
44 1,16 52,20 3,60
46 1,15 52,00 3,80
48 1,15 51,90 4,02
50 1,16 51,50 4,20
52 1,13 51,10 4,40
54 1,13 50,90 4,60
56 1,10 50,50 4,79
58 1,15 49,90 5,02
60 1,12 49,60 5,15

65 48,30 5,54



TABLA xXvI (CONTINUACION)

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR), vy 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en &acido

acético 5N a 759C.

{exc.271nm (exc.400nm (exc.330nm

t (min. ) IR em. 365nm) IDR em. 500nm) ITR em. 420nm)
70 46,60 6,07
75 1,15 45,00 6,52
80 43,50 7,00
85 42,40 7,51
90 1,20 41,00 7,96
95 39,70 8,40

100 38, 30 8,83
105 1,25 37,00 9,28
110 35,80 9,71
115 34,50 10,10
120 1,28 33,20 10, 40
125 31,90 10,80
130 30,60 11,20
135 1,30 29,50 11,60
145 26,80 12,10
150 25,90 12,30
155 1,40 24,70 12,50
160 1,44 23,60 12,70

Ihlanco 0,30 1,56 0,65



TABLA XVII

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
éina(DR), y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en &acido
acético 5N a 83QC.

|H,0,|= 0,088 mol.1”

| Reserpinal = 4,10.1077 moi.17"

. I (exc.271nm I (exc.400nm I (exc.330nm
t (min.) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)
3 3,82 11,30 1,17
6 2,98 16,40 1,17

9 2,48 24,60

12 2,07 32,70
15 1,69 39,00

18 1,44 44,40 2,32
21 1,19 47,90
24 1,07 49,80
27 1,00 50,70
29 0,95 50,90 3,92
31 0,94 50,60 4,20
33 0,92 50,30 4,51
35 0,90 49,70 4,88
37 0,91 , 49,30 5,25
40 0,93 48,20 5,69
45 45,90 6,35
50 43,90 7,11
55 42,40 7,85
60 0,96 40,30 8,49
65 38,30 9,18
70 35,70 9,68
75 33,60 10,40

80 1,10 31,70 11,00



TABLA XVII (CONTINUACION)

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(bR), y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en &acido
acético 5N a 83QC.

(exc.271nm (exc.400nm (exc.330nm

t (min.) Ir em. 365nm) IDR em. 500nm) Irr em. 420nm)
90 28,30 12,00
100 24,20 12,80
110 21,00 13,90
120 1,30 17,80 14,20
130 15,30 14,80
140 13,30 15,30
150 11,10 15,30
160 1,34 9,40 15,70
170 7,90 15,90
180 6,40 15,70
190 5,42 15,90
200 1,43 4,50 15,60
210 3,64 15,30
220 3,02 15,00
230 2,43 14,80

Tplanco 0,30 1,56 0,65
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TABLA XVIII

Valores de las constantes de velocidad observadas de la
oxidacidén de la reserpina, en disolucidn 5N de &cido acé-

tico, por el perdbxido de hidrdgeno a diferentes tempera-

turas.

15,0512 0,088 mo1.17"

|Reserpinal= 4,10.1077 mol.1”

T (°C) k1.102(min_1) k2.102(min—1)

o]

52° 0,88 0,25
Q

60 1,7 0,50

65° 2,4 0,65

70° 3,2 0,90
[0}

75 4,7 1,0

83° 7,5 1,2

Error m&ximo estimado = = 0,003
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TABLA XIX

méx.(min)

202
102
138
55
42

29

ax. Y las correspondientes Iméx. para las di

78,6
67,1
54,9
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49,3
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méx.(min)

202
102
138
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67,1
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TABLA XX

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(bR), v 3,4,5,6~tetradehidroreserpina(TR), en acido
acético 5N a 65°C.

|4,0,]= 0,088 mo1.17"

|Reserpinal= 1,03.10" mo1.1~"
. I (exc.271nm (exc.400nm I (exc.330nm
t (min) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)

7 3,50 1,40 0,96
10 3,43 2,00 0,95
13 3,40 2,78 0,97
16 3,37 3,57 0,96
19 3,35 4,50 0,98
22 3,25 5,40 1,00
28 3,10 6,94 1,02
31 3,06 7,69 1,02
34 3,01 8,45 1,03
37 2,95 9,08 1,07
40 2,91 9,66 1,08
43 2,83 10,30 1,10
46 2,81 10,60 1,12
49 2,74 11,00 1,13
52 2,71 11,40 1,15
55 2,67 11,60 1,20
58 2,61 11,90 1,22
61 2,59 12,00 1,24
64 2,57 12,10 1,25
67 2,52 12,20 1,29
70 2,49 12,30 1,32
73 2,38 12,30 1,31
76 2,40 12,30 1,34

79 2,40 12,30 1,38



TABLA XX (CONTINUACION)
Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R),| 3,4-dehidroreser-
pina(DR), y 3,4,5,6~-tetradehidroreserpina(TR), en &acido
acético 5N a 65°C.
_ I (exc.271nm I (exc.400nm I (exc.330nm
t (min) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)
82 2,36 12,30 1,40
85 2,36 12,20 1,42
88 2,31 12,10 1,44
91 2,33 12,10 1,48
94 2,27 12,00 1,50
97 2,24 11,90 1,53
100 2,23 11,90 1,55
103 2,21 11,80 1,63
106 2,15 11,70 1,63
109 2,13 11,70 1,63
112 2,10 11,60 1,68
115 2,05 11,50 1,70
118 2,06 11,40 1,69
136 1,97 10,90 1,90
142 1,98 10,60 1,93
148 1,93 10,40 1,99
154 1,86 10,30 2,04
160 1,88 10,10 2,08
166 1,80 10,00 2,18
172 1,80 9,82 2,20
178 1,79 9,65 2,23
184 1,76 9,42 2,32
190 1,73 9,21 2,34
196 1,71 9,02 2,40
202 1,69 8,80 2,47
208 1,66 8,69 2,51
I ianco 2,30 0,66 0,50




TABLA XXI

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR), v 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en acido
acético 5N a 659C.

|H,0,|= 0,088 mol. 17

|Reserpinal = 2,05.1077 moi.17"
_ 1 (exc.271nm I (exc.400nm I (exc.330nm
t (min) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)

6 4,95 2,82 1,00
9 4,71 4,05 1,03
12 4,59 5,48 1,05
15 4,53 7,08 1,07
18 4,39 8,71 1,08
21 4,28 10,60 1,10
27 4,15 13,70 1,15
30 3,93 15,10 1,17
33 3,89 16,60 1,20
36 3,72 17,90 1,22
39 3,65 19,10 1,26
42 3,52 20,40 1,32
45 3,48 21,30 1,34
48 3,40 22,00 1,36
51 3,31 22,90 1,41
54 3,25 23,50 1,46
57 3,19 23,70 1,52
60 3,14 23,90 1,62
63 3,10 24,20 1,63
66 3,10 24,50 1,70
69 3,07 24,60 1,75

72 3,01 24,60 1,78



TABLA XXI{(CONTINUACION)

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR), y 3 4,5,6- tetradehldroreserplna(TR), en &acido
acético 5N a 65° C.

(exc.271nm (exc.400nm

Iblanco= 2,30 em. 365nm) 0,66 em. 500nm)
_ 1 (exc.271nm I (exc.400nm I (exc.330nm
t (min) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)
75 2,98 24,60 1,78
78 2,95 24,60 1,89
81 2,94 24,60 1,94
87 2,78 24,40 2,02
90 2,82 24,20 2,09
93 2,71 24,10 2,14
96 2,75 23,90 2,16
99 2,71 23,80 2,25
102 2,69 23,60 2,31
105 2,68 23,50 2,35
108 2,64 23,30 2,42
111 2,66 23,20 2,50
114 2,62 23,00 2,52
117 2,59 22,70 2,59
135 2,50 21,20 2,90
141 2,36 20,80 2,96
147 2,31 20,50 3,08
153 2,35 20,20 3,20
159 2,28 19,80 3,25
165 2,29 19,40 3,42
171 2,22 19,00 3,50
177 2,23 18,70 3,65
183 2,20 18,30 3,77
189 2,10 17,80 3,82
195 2,30 17,60 3,96
201 2,10 16,90 3,97

207 2,11 16,60 4,05



TABLA XXIT

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia
frente al tiempo, para la reserpina(R), 3,4-dehidroreser-
pina(DR), v 3,4,5,6-tetradehidroreserpina(TR), en acido
acético 5N a 65°C.

|5,0,]= 0,088 mol.1”"
202

| Reserpinal = 8,21.1077 mol.1”"
. I (exc.271nm I (exc.400nm (exc.330nm
t (min) R em. 365nm) DR em. 500nm) TR em. 420nm)

7 10,20 8,00 1,77
10 9,30 11,30 1,76
13 8,96 15,80 1,80
25 7,70 39,80 2,03
28 7,20 45,80 2,06
31 6,90 52,10 2,17
34 6,48 58,70 2,27
37 6,12 64,30 2,37
40 5,78 69,40 2,43
46 5,25 78,60 2,73
49 5,05 82,50 2,86
52 5,03 85,40 2,97
55 5,00 88,30 3,14
61 4,51 91,50 3,43
64 4,37 92,50 3,57
67 4,29 93,90 3,70
70 4,25 94,60 3,84
73 4,31 94,80 4,01
76 4,14 95,00 4,15
79 4,09 94,80 4,30
82 4,00 94,70 4,51
88 4,16 95,00 4,80
91 3,91 94,00 4,94

94 3,90 93,60 5,09



TABLA XXII (CONTINUACION)

Valores experimentales de la intensidad de fluorescencia

frente al tiempo, para la reserpina(R),

3,4-dehidroreser-

pina(DR), v 3,4,5,6~tetradehidroreserpina(TR), en &acido
acético 5N a GSQC.

t (min)

97
100
103
106
109
112
115
118
121
127
133
139
145
151
157

Iblanco

I

(exc.271nm

I

R em. 365nm) DR em. 500nm)
3,87 93,30
3,86 92,60
3,86 92,00
3,82 91,60
3,79 90,90
3,82 90,10
3,80 89,50
3,77 88,60
3,74 87,70
3,71 86,50
3,67 85,60
3,65 84,50
3,63 83,10
3,65 81,80
3,72 80,70
2,21 1,20

(exc.400nm

(exc.330nm
TR em. 420nm)

5,30
5,40
5,54
5,70
5,82
6,00
6,19
6,36
6,48
6,79
7,14
7,40
8,10
7,75
8,35

1,10



TABLA XXIII

Valores de las constantes de velocidad observadas de la
oxidacién de la reserpina, en disolucién 5N de &cido acé-
tico, por el perdxido de hidrbgeno a GSQC para diferentes

concentraciones de reserpina.

|H,0,]|= 0,088 mol.1”"

|Reserpinal (mol.1” ") k,.10% (min™") k,.10% (min™")
1,03.10~"7 2,3 0,70
2,05.10~" 2,1 0,75
4,10.10'7 2,4 0,65
8,21.107" 2,3 0,60

Error miximo estimado = X 0,003
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5.1.- Espectros U.V. y de fluorescencia

Los espectros U.V. de la reserpina en algu-

(3) (4)

nos disolventes han sido ya descritos en la bibliografia,

(5) (6) .

Los valores encontrados por nosotros para

los méximos de absorcidén coinciden perfectamente con los ya re-

seflados; lo mismo ocurre con los coeficientes de extincién mo--

lar (tablas I y VI) .

Como ya se ha indicado en el apartado 4.3.1
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la fluorescencia nativa o directa de la reserpina ha sido estudia
da por algunos autores en metanol y en &cido acético (10) (11) (12)
{13) (14), pero todos ellos se limitan a dar los espectros no co-
rregidos tanto de excitacidn como de emisién, o a sefialar simple-
mente los mé&ximos de excitacidén y de emisidn . Cuando se estudia
la fluorescencia de disoluciones es de gran interés corregir los
espectros . Los espectros no corregidos tanto de excitacibén como
de emisibén son frecuentemente, en algunos intervalos de las lon-
gitudes de onda, versiones fuertemente distorsionadas de los ver
daderos espectros y pueden diferir considerablemente con los ob-

tenidos en otros laboratorios con un instrumento diferente .

En las figuras 9-12 se indican los espectros
no corregidos y corregidos de excitacién y de fluorescencia de
la reserpina en los disolventes utilizados . Como se puede obser
var las intensidades aumentan considerablemente en los espectros
corregidos . Los de excitacidn no corregidos en metanol y etanol
presentan el mdximo de menor longitud de onda a menor intensidad
que el m&ximo a mayor longitud de onda y precisamente ocurre lo
contrario en los espectros corregidos . En todos los casos, los
espectros corregidos de excitacidn coinciden bien con los espec-
tros de absorcidn (figuras 1,2,3,4), tanto en la intensidad como
en'la longitud de onda de los m&ximos . En disolucidén 5N de aci-
do acético, se observa tanto en el espectro de absorcién (figura
4) como en el espectro corregido de excitacidn (figura 12), que
el méximo a la longitud de onda superior aparece en forma de
hombro por estar solapado por la banda de menor longitud de onda,
posiblemente debido a una mayor interaccidén entre las moléculas

del disolvente y el hetero&tomo (de hecho este disolvente presen
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ta una constante dieléctrica superior a los demas)

En lo que respecta al espectro de fluorescen
cia, es destacable en todos los casos un desplazamiento aprecia-
ble de Stokes y una pérdida en la estructura de la banda; esto
se debe a que todos los disolventes empleados son muy polares .
Debido a la insolubilidad de la reserpina en disolventes no pola
res, como por ejemplo en ciclohexano, no se pudo hacer el espec-
tro en estos disolventes para una comparacidn . Este efecto se
puede explicar (40) (41) debido a interacciones de la molécula ex
citada con las moléculas del disolvente . Es asimismo destaca--
ble que la reserpina emite a una longitud de onda notablemente
superior al indol (40), presentando en cambio la absorcidn a lon

gitudes de onda parecidas .

5.2.- Efecto de la concentracidn en la intensidad de fluorescen-

cia . Limite de deteccidn .

En la parte experimental se ha visto que pa=_
ra concentraciones bajas de alcaloide (hasta unos 5 ug.ml_1 apro
ximadamente) existe una proporcionalidad entre la intensidad de
fluorescencia y la concentracidén . Esto se puede explicar facil-
mente . En efecto, seglin la ley de Lambert-Beer se tiene que, pa

ra radiaciones monocromaticas, se cumple:

-ebc

donde IO es la intensidad incidente, It es la intensidad transmi
tida, € es la absortividad molar, b el espesor en centimetros de

la c&lula y c concentracibn molar .



Es evidente que la intensidad absorbida, Ia'

serd I_= I-1I —ebc)

a IO(1—1O

£= Adem&s, por definicidn el rendi

miento cuantico Q, vale:

donde I es la intensidad de fluorescencia . Por lo que:

-€bc
I=1I,.0=0Q.I (1-10 )

Desarrollando en serie el segundo sumando del término entre pa--.
réntesis y para valores bajos de ebc=A, aproximadamente igual a

0,05, queda para la expresidn anterior:
I = 2,3.Q.Io.£ .b.c = cte.c -1~

que nos dice que para concentraciones bajas la intensidad de fluo
rescencia es proporcional a la concentracién . La figura 13 con-

firma esta proporcionalidad . El valor de € para disoluciones de

etanol a una longitud de onda de 295nm, vale (tabla VI) 10,8.103

-1 . Por lo que para concentraciones de 5 ug.ml—1=

nmol.1_1, el valor de ebc 'es igual a 0,08, que es del

1.mol”'.cm
- 8,2.107°
orden indicado anteriormente . En cambio, para concentraciones

superiores, ya no existe tal proporcionalidad y los valores rea-

les quedan por debajo de las tebricas (figura 13)

Esta proporcionalidad entre la intensidad de
fluorescencia y la concentracibén, es la base para las determina-
ciones analiticas mediante fluorimetria . Otro par&metro esencial
para tales determinaciones es el limite de deteccidn, que como se
sabe se deriva de la medida m&s pequeiia, I, intensidad de fluo--

rescencia en este caso, que se puede detectar con certeza razona-



ble . El valor de Il es (42)

Iy = Ipp + kesyy

donde Ibl es la media de las medidas del blanco, Sp1 €8 la desvia
cién standard de las medidas del blanco y k es un factor numérico
elegido de acuerdo con el nivel de confianza deseado . Entonces

el limite de deteccidn, Cy: expresado en términos de concentra---

cibébn vale (42):
C - ——— -2 -

donde S es la sensibilidad . Por otra parte es sabido que la sen-

sibilidad S wvale:

dar
dc

y para concentraciones pequefias (figura 13) este valor es constan

te y equivale a la pendiente de la curva de calibracién .

Para una distribucibén gaussiana un valor de 3
para k implica un nivel de confianza de 99,6% (42); sin embargo a
concentraciones bajas no son probables tales distribuciones gaus-
sianas y en la pr&ctica el valor 3, que se suele recomendar, cCoO--
rresponde a un nivel de confianza de aproximadamente el 90% (42).

El valor obtenido para el limite de deteccibdn,
3 ng.ml-1, es notablemente pequefio e indica la clara posibilidad

de la determinacidén de este alcaloide por fluorimetria directa .
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5.3.- Rendimientos cuanticos . Sensibilidad absoluta de fluores-

cencia

El rendimiento cudntico absoluto de fluores-
cencia de un compuesto, definido como la razdédn entre el minimo
de fotones emitidos y el de absorbidos, es la magnitud que indi
ca con més claridad la capacidad de fluorescencia de una sustan-
cia determinada . Tiene, por ello, una enorme importancia tedri-
ca y préactica para estudio de procesos no radiactivos en molécu-
las, para la correlacibdn entre los tiempos de vida media observa
dos y tedricos, para la evaluacidn de la pureza de sustancias,

para el calculo de la sensibilidad absoluta de fluorescencia,etc.

Existen diferentes métodos para la determina
cidn del rendimiento cuéntico de fluorescencia . Una excelente
revisiébn de los mishos la hacen Demas y Crosby (43) . Uno de los
métodos mAs empleados (43) (44) (45), consiste en la comparacién
del espectro corregido de emisién con el correspondiente al de
una sustancia de referencia de rendimiento cuantico conocido,
usando disoluciones O6pticamente diluidas . En efecto, el rendi--
miento cuéntico se puede determinar por la expresién (43) (44) si

guiente:

D n2

Ay ,) I(y,) N : 3
2
r

Ax( Ax) I('Ax) D. n

donde los subindices r y x se refieren a la sustancia de referen
cia y a la sustancia problema respectivamente . Q es el rendi---
miento cuéntico . A(A) es la absorbancia por centimetro de la

disolucidén a la longitud de onda de excitacibén . I(A) es la in
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tensidad de la radiacidn de excitacién a la longitud de onda
D es el &rea bajo el espectro corregido de emisidn y n es el va--

lor medio del indice de refraccidn de la disolucibén en la emisiédn.

Los espectros de fluorescencia corregidos pa-
ra la sustancia de referencia y para la reserpina se midieron con
las mismas anchuras de rendijas y a la misma longitud de onda(vea
se parte experimental, apartado 4.3.3), por esta razdén, I(XA ) es
la misma para ambas disoluciones . Para evitar errores debido a
la reabsorcidn y reemisidn, se emplearon disoluciones diluidas y
con absorbancias A(X ) comparables del orden de 0,01 (43) (vease
parte experimental, tabla IX, donde se observa que las absorban-—-
cias son del orden indicado y ademds iguales para la misma longi-
tud de onda de 300nm) . Las &reas, D, bajo los espectros se calcu
laron de la forma indicada en la parte experimental . No se hizo
ninguna correccidn para los indices de refraccidn . Se estimd (46)
que los indices de refraccidn de los disolventes de referencia y

problema no diferian apreciablemente .

El sulfato o el bisulfato de quinina en acido
sulfirico 0,1N o 1,0N se ha descrito como un standard muy adecuado
(43) y su rendimiento cudntico es précticamente constante en la re
gidn de 200 a 400 nm (43) (47) . Se tomd el valor propuesto por Mel

huish (48) .

Para evitar la amortiguacidén ("Quenching") de-
bida al oxigeno disuelto y una posible oxidacién inducible fotoqui

micamente, se burbujed nitrégeno a los disolventes .

Para comprobar este método de cllculo del ren-

dimiento culntico, se determiné de modo similar, el rendimiento



cuantico del antraceno en etanol, obteniéndose un valor de 0,27

que concuerda muy bien con los valores de la literatura (44) .

Los rendimientos cuénticos fueron determina-
dos en etanol, por ser un disolvente conveniente para determina-
ciones analiticas, y en acido acético 5N, porque en este disol--

vente se estudia posteriormente la oxidacidén de la reserpina .

La sensibilidad absoluta de fluorescencia in-
dicada en la tabla X se calculd de acuerdo a cbmo fué definida
por Parker y Rees (44) . El producto Q. , donde Q es el rendi---
miento culntico y € la absortividad molar, es una medida de la
sensibilidad de fluorescencia de una sustancia . La maxima sensi-
bilidad tiene lugar, evidentemente, a la longitud de onda del méximo de
absorcién . De acuerdo con Parker y Rees (44), una unidad prdcti-
ca para ces la absorbancia por centimetro para una concentracidn
de 1‘11(3.ml"1 . Cuando se selecciona una banda estrecha de frecuen
cias para aislar la fluorescencia, la sensibilidad depende
también de la anchura espectral de banda, H, del espectro de fluo
rescencia . Los valores obtenidos (tabla X), son naturalmente me-
nores dque los correspondientes a sustancias muy fluorescentes co-
mo sulfato de quinina, rodamina B, fluoresceina, antraceno, etc.
(44) , pero son superiores a algunos otros alcaloides de la Rauwol

fia tales como rescinamina, ajmalicina, reserpilina, etc. (49) .

5.4.- Amortiquacibébn de la fluorescencia por el perdxido de hidré-

geno .

La figura 16 indica una dependencia lineal en
tre IO/I y la concentracidn de perdéxido de hidrbgeno . Esto indi-

ca que se cumple la conocida ecuacién de Stern-Volmer, aplicable
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para la cinética de amortiguacién de la fluorescencia en solucidn,

y que es:

donde Io es la intensidad de fluorescencia en ausencia de amorti-
guador, I es la intensidad de fluorescencia en presencia de amor-

tiguador, |q| es la concentracién de amortiguador, K es la cons

sv
tante de Stern- Volmer .
Por otra parte, la constante de Stern-Volmer

vale:
K =k T —5'9

donde kq es la constante de velocidad para la desactivacibn de la
reserpina excitada, y t el tiempo de vida media del estado excita

do .

Al no disponer del valor de 1 para la reserpi
na (su determinacibn experimental exige una sofisticada instrumen
tacién de la que carecemos), no es posible evaluar el valor de la
constante cinética que indicaria el tipo de proceso de desactiva-

cibn .

5.5.- Cinética de la oxidacién de la reserpina por el perbdxido de

hidrdgeno .

En los ensayos previos de la oxidacidén de la
reserpina por el perbxido de hidrdgeno, se observd que aparecia
un producto fluorescente con un maximo de excitacidén a 388nm y un

miaximo de emisién a 495nm, que corresponde a la 3,4-dehidroreser-



pina (12) . Una oxidacibén mds prolongada origina un nuevo produc-
to cuyas caracteristicas fluorimétricas son Xexc.= 330nm,

Aem.= 435nm que corresponden a la 3,4,5,6-tetradehidroreserpina
(12) . En dichos ensayos previos se observd asi mismo que esta

reaccidn era muy lenta a'la temperatura ambiente, por ello se

efectud un estudio cinético a temperaturas mé&s elevadas .

La formacidn, mediante esta oxidacidén, de los
dos compuestos citados indica que se trata de una reaccidén comple
ja . Sin embargo, la espectrofluorimetria nos brinda la oportuni-
dad de seguir el curso de la citada reaccidén de una manera espe--
cialmente interesante porque se puede medir, en funcibén del tiempo,
la variacidn de la concentracidn de la reserpina, 3,4-dehidrore--
serpina y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina; ya que las longitudes de
onda de excitacidn y de emisibn estln suficientemente separadas y
la técnica espectrofluorimétrica es muy sensible, ain operando
con concentraciones muy bajas necesarias para que exista propor--
cionalidad entre la intensidad de fluorescencia y la concentra---
cidén (vease ecuacibn -1-) . Las concentraciones iniciales de re--

7 a 8.10_7

serpina empleadas oscilan entre 1.10° M aproximadamente,
que estdn muy por debajo de la concentracidén méxima (8.10_6 M) pa
ra la cual la intensidad de fluorescencia es proporcional a la
concentracidn (vease apartado 4.3.2) .. Es evidente, que las con--
centraciones de la 3,4-dehidroreserpina y 3,4,5,6-tetradehidrore-
serpina que se van originando, son alin mucho mds pequefilas . Esta
misma reaccidn es imposible de segquir espectrofotométricamente,
aGin operando con concentraciones notablemente superiores . La téc

nica espectrofotométrica permite medir la disminucién de la reser

pina, pero no la aparicidén de los productos de oxidacidn .
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Con objeto de evitar en lo posible el solapa-
miento de la fluorescencia de las tres sustancias implicadas en
la reaccibn, las longitudes de onda tanto de excitacibdn como de

emisibn elegidas fueron:

para la reserpina oxc .= 271nm, )em.= 365nm
para la 3,4-dehidroreserpina A =400nm, A = 500nm
exc. em.
para la 3,4,5,6-tetradehidroreserpina AGXCX= 330nm, Aem.s 420nm

gue como se observa estén muy préximos a los mé&ximos correspon-——-

dientes .

La disminucién de la intensidad de fluorescen
cia de la reserpina en funcién del tiempo (curva R, figura 17),
asi como la variacién del logaritmo de dicha intensidad también
en funcidén del tiempo (figura 18), indican que en las condiciones
en que se realiza la oxidacidn, la reaccidn es de primer orden
con respecto a la reserpina . Por otra parte, la intensidad de
fluorescencia de la 3,4-dehidroreserpina aumenta con el tiempo,
para alcanzar un valor maximo, y disminuye posteriormente (figura
17, curva DR) . Finalmente, la curva de la 3,4,5,6—tetradehidro£g
serpina (figura 17, curva TR), empieza aumentando lentamente ten-
diendo a un valor mdximo . Todo &sto, sugiere que el esquema gene

ral de este proceso puede ajustarse al de reacciones consecutivas:

X, k, N
N‘ N > Il H.CO P
H,CO N
i T _j_-_ 3 g Nt\ 3 H ﬁ
Reserpina 3,4~ Dehidroresernina 3,4,5,6- Tetradehidro-

reserpina
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0 de forma simplificada:
k, k2
R ——> DR —> TR
donde las constantes k1 Yy k2 son, con rigor, constantes globales
observadas de pseudoprimer orden, puesto que se opera con un gran

exceso de perdxido de hidrbgeno .

Las ecuaciones cinéticas correspondientes a

la reaccibn consecutiva son las siguientes:

IR| = IRIé. e kq-t e
k1 -k, .t k..t
o] = [=|, et L ety N
k,-k,
k -k,.t k -k
|R| = |R[ . (1 - —2— e 1T, 1L 2ty g
k2—k1 kz'k1

donde |R|, |DR| ¥ ITRI son las concentraciones de reserpina, 3,4-
~dehidroreserpina y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina en el tiempo t,
|R|O es la concentracibn inicial de la reserpina; e es la base de
los logaritmos neperianos y k1 v k2 son las constantes cinéticas

indicadas en el esquema anterior .

La ecuacibn -6-, se puede poner de la forma:

ln__IEI__= -k

[R,

Como se ha indicado ya, en las condiciones de
operacitn, a bajas concentraciones de reserpina, existe proporciona
lidad entre la intensidad de fluorescencia y la concentracibn

(ecuacidn -1-), por lo que se tendria:
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I, = cte. |R|

OR o
-10-
I, = cte. |[R]
donde IoR e I, representan las intensidades relativas de fluores-

cencia iniciales (tiempo 0) y en el tiempo t respectivamente, a
las que se ha restado el walor de las intensidades del blanco .
Sustituyendo las ecuaciones -10- en la ecua-

cibn -9-, se obtiene finalmente:

In I_ = 1n IOR - k1.t -11-

que indica que la representacidn grafica de 1nI_, frente al tiempo

R

es una recta de pendiente -k, . La figqura 18 confirma esta linea-

1
lidad a 659C y de la pendiente de la misma se obtiene el valor de
k1 a esa temperatura . Procediendo de la misma manera se obtienen
los valores de la constante cinética para el resto de las tempera
turas (tabla XVIII) .

El calculo de k2 se puede efectuar facilmente,

derivando la ecuacidn -7- e igualando a cero para obtener las con

diciones del maximo; el resultado es:

k
ln _El
tméx 2 ' -12-
k1-k2

donde tméx es el tiempo que transcurre hasta que la concentra—--
cidn de la 3,4-dehidroreserpina alcanza el valor m&ximo; o bien
el tiempo en el que la intensidad relativa de fluorescencia de la

3,4-dehidroreserpina alcanza el citado valor m&ximo, puesto que
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para esta sustancia también existir& naturalmente proporcionali-
dad entre la intensidad de fluorescencia y la concentracidén . Ob-
sérvese que la concentracidn maxima de 3,4-dehidroreserpina gque
se alcanza serd menor que la inicial de reserpina . Este valor
maximo se obtiene finalmente llevando la ecuacidén -12- a la -=-7-,

el resultado es:

= |rR|. . (—=—) -13-

Conocido el valor de k1 y de t la, ecua--

max.

cibn -12- permite obtener el valor de k, (tabla XVIITI) .

2
Se observa en la citada tabla (XVIII), que pa
ra todas las temperaturas el valor de k1 es notablemente superior

al de k2 .

5.6.—- Influencia de la temperatura .

La ecuacidn de Arrhenius que relaciona la

constante de velocidad con la temperatura es:

k= A.e —14~

donde k es la constante de velocidad, A es el factor de frecuen--
cia, E la energia de activaciébn, T la temperatura en c“)K, Yy R la

constante de los gases . Esta ecuacibn se puede poner de la forma

siguiente:
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In k = 1ln A - -15-

RT
La representacidén gr&fica de lnk frente a 1/T
da una linea recta de cuya pendiente se evalla la energia de acti

vacibn .

La figura 20 indica que para la conStaﬁte k1
se cumple muy bien la ecuacidn de Arrhenius . La figura 21, indi
ca que para la constante k2 se cumple razonablemente bien esta
ecuacibn . Se observa que la energia de activacidn es notable-
mente superior para la transformacidén de la reserpina en 3,4-de-
hidroreserpina, que para la formacidén de la 3,4,5,6-tetradehidro

reserpina a partir de 3,4-dehidroreserpina .

5.7.- Influencia de la concentracidén de reserpiﬁa .

Para comprobar que la reaccidn es de pseudo-
primer orden con respecto a la reserpina, se ha estudiado a una
temperatura, GSQC, y manteniendo constante y en exceso la concen
tracibén de perdxido de hidrdgeno, la posible influencia de la
concentracidn del alcaloide . Los valores encontrados para las

- constantes k1 y k2' recopilados en la tabla (XXIII), obtenidos
para las distintas concentraciones de reserpina ensayadas, indi-
can que tanto k1 Yy k2 permanecen practicamente constantes, lo
cual demuestra que la reaccién es, efectivamente, de primer or--

den .

5.8.- Indicaciones adicionales

En la figura 17, asi como la tabla (XIV) que

contiene los datos experimentales correspondientes a la temperatu
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ra de 6590, se observa que la intensidad relativa de fluorescen-
cia para la 3,4,5,6-tétradehidroreserpina aumenta lentamente,
1lega a un valor m&ximo, en el que permanece largo tiempo, y poOSs—
teriormente tiende a disminuir muy lentamente . Lo mismo se puede
observar en las tablas (XVI-XVII) que contienen los datos para
752 Yy 83°% (para el resto de las temperaturas no se tomaron datos
para la 3,4;5,6—tetradehidroreserpina) . Esto sugiere que la reac
cién continGa, pero de forma muy lenta para formar un ulterior
prodpcto que probablemente implica una profunda destruécién‘de la
molécula . En todo caso,vpor las razones aludidas, la correspon;—
diente constante cinética de este Gltimo paso seria muchisimo mas
pequefia que k2, por lo que préacticamente no influiria en los valo

res encontrados para k1 y k2 .

En la figura 17 se observa para la curva Cco---
rrespondiente a la reserpina R, que para tiempos pequefios, corres
pondientes al comienzo de la reaccidn los valores de la intensi--
dad de fluorescencia disminuyen m&s lentamente a como lo hécen
posteriormente . Asi mismo, la curva correspondiénte a la forma--
cidén de la 3,4-dehidroreserpina, DR, presenta para el citado co--
mienzo de la reaccidn un cambio en la curvatura . Esto sugiere
éue existe un pequefio periodo de induccidn que probablemente su--—
pone la fdfmacién de un intermédiéto del oxidante con la reserpi-
na con propiedades fluorescentes practicamente idénticas a las de
la propia reserpina, pero que se forma muy r&pidamente . Actual--
mente se eéta estudiando la influencia de la concentracidn del pe
ré6xido de hidr6égeno y de la concentracidn protdénica en la reac---

cibn de oxidacibn con objeto de obtener m&s informacibén sobre es-



101

te aspecto v sobre el mecanismo de la oxidacidn

A titulo provisional se puede postular un es-
quema m&s completo al discutido, tal como:

K k K k;
R ! 3 IR 1 SprR—2 SR —2 $p

donde R, DR y TR son, como anteriormente se ha indicado, reserpi
na, 3,4-dehidroreserpina y 3,4,5,6-tetradehidroreserpina , IR se
ria el intermediato y P el producto o productos finales de la
oxidacibén . En todo caso, con los datos que poseemos es evidente
que ki>>k1 Yy k5<<<k2, por lo que no influyen apreciablemente en

los valores obtenidos por nosotros para k1 vy k2 .




6.-~ CONCLUSIONES
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1.~ Se han determinado los espectros corregidos de
excitacibn y de fluorescencia de la reserpina en metanol, etanol,
acetonitrilo y &cido acético 5N . A partir de estos espectros se
han determinado los méximos de excitacidén y de emisidn en los di-
solventes citados.. Se encuentra una buena correlacidn entre los

espectros corregidos de excitacibn y los espectros de absorcidn .

2.- Se ha encontrado una dependencia lineal entre

la intensidad de fluorescencia de la reserpina en etanol y la con

1 6 1

centracién hasta concentraciones de 5 ug.ml™ (8,2.10°° mol.l™ ).
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A partir de esta curva de calibracién, se determind el limite de

deteccibn, encontrdndose un valor de 3 ng.ml_1

3.~ Se han calculado los rendimientos cu&nti-
cos de fluorescencia de la reserpina en etanol y en acido acéti-
co 5N . Los valores encontrados son 0,050 y 0,044 respectivamen-
te . Asi mismo, se ha evaluado la sensibilidad absoluta de fluo-
rescencia de la reserpina en etanol . Los valores encontrados
son 0,0013 para la sensibilidad de fluorescencia de la banda
completa y 0,0029 para la sensibilidad de fluorescencia del pico

de emisibn

4.- Se ha constatado que el per6xido de hidrd
geno amortigua la fluorescencia de la reserpina en disolucién de
4cido acético, determinindose la constante de Stern-Volmer, y el

valor encontrado es 1,05 1.mol” "

5.~ La oxidacibén de la reserpina en disolu---
cibn de acido acético 5N por el perdxido de hidrbgeno, se ajusta
a una cinética de reacciones consecutivas, de acuerdo con el si-
guiente esquema:

]S1 k

Reserpina — 3,4-dehidroreserpina ;% 3,4,5,6-tetradehidroreserpina
Determindndose los valores de las constantes
k1 Y k2' operando con exceso de oxidante, a las temperaturas de

522, 602, 652, 70%, 752 y 83%

6.- A partir de la dependencia de las constan
tes k1 y k, con la temperatura se han evaluado las correspondien

tes energias de activacibébn . Los resultados son:
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66,5 KJ.mol-'1 para la transformacidén de la reserpina a 3,4-dehi-
droreserpina .
46 KJ.mol"1 para la transformacidédn de la 3,4-dehidroreserpina a

3,4,5,6-tetradehidroreserpina
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8.1.~ Apéndice 1

8.2.- Apéndice 2



8.1.- Apéndice 1

Programa para el cdlculo de las areas reali-
zado por los Drs. D. Emilio Rold&n Gonz&lez y D. Domingo Gonz&--

lez Arjona .
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8.2.- AEéndice 2 .

Programa de ajuste polinomial para el c&lcu-
lo de la intensidad relativa de fluorescencia méxima y del tiempo
maximo, realizado por los Drs. D. Emilio Rold&n Gonz&lez y D. Do-

mingo Gonzalez Arjona .



18 HOME : PRINT TAB( 9)" XXRaaaxaassessasxssss’
28 PRINT TAB( 9)° *REGRESION POLINOMIAL#*"

38 PRINT TABC 9)" FRREEEEAEXXERXXRXXIEFR"

35 GOTO 1668

48 PRINT : HOME

38 PRINT "GRADO DEL POLINOMIO *;

68 INPUT D

78 PRINT : PRINT

88 PRINT "NUMERQ DE PUNTOS *;

78 INPUT N: PRINT

{88 DIM X(2 ¥ N),Y(2 % N) W(Z % ND),2(2 * N)

183 DIM A(2 # N),T(Z ¥ N},R(2 * N,2 ¥ N)

118 1F N - D ¢ 2 THEN B8

120 AC1) = N

138 PRINT : PRINT : PRINT

132 INPUT "VARIABLE X= *;X3: PRINT : INPUT *VARIABLE Y= ";Y$: PRINT
140 FORI1=1T0N

158 PRINT "X(*;13%)= %,

188 INPUT XuX¢1) = X

178 PRINT *Y(*;1:%)= "

188 INPUT Y:Y(D) = Y

198 NEXT |

195 HOME : GOTO 1866

B8 FORJ=2T02 %D+ 13A(0) = Bs NEXT J: FORK =1 TOD + 2:TCK) = @: NEXT K: FOR 1 = { TON
M8 FORK=1TOD+ 1: FORJ=1T0D ¢ 2:R(K,J) = 8: NEXT J: NEXT K
20 FORJ=2T02 %D + |

230 ACD) = ACD) ¢ XD - D NEXT

240 FORK=1T0D+1

90 RCK,D ¢+ 2) = TCK) 4 YCI) #XC1) " (K- 1)

260 TCKY = TCK) ¢ Y(I) ® XC1) “ (K - 1): NEXT K
220 TCD + ) = T(D + 2) 4+ Y(I) * 2: NEXT |

288 FORJ=1T0D+{:FORK=1T0D +1

298 RCJLK) = ACGJ 4+ K - 1)y NEXT K: NEXT J

386 FORJ=1TOD +1: FORK=JTDD + |

318 IF RCK,J) < > B THEN 358

328 NEXT X



338 PRINT * NO SOLUCION UNICA *
348 END

358 FORI=1T70D+ 2:5=
368 2=1/RUJ,J:FOR I =
3N FORK=1T0041:1F
388 2= - RK,JI: FORT =
398 NEXT K: NEXT J

395 HOME

488 PRINT : PRINT : PRINT * CONSTANTE = *

418 PRINT RC1,D ¢+ D)

42¢ FORJ=1700

438 PRINT : PRINT °COEFICIENTE DE GRADO ";J3' = *;

448 PRINT R(J 4 1,0 + 2): NEXT : PRINT

58 P=0: FORJ=2T0D + 1sP=P + RGJ,D + 20 % (TCI) - ACD) ® T(1) / N)i NEXT J

8 8=T0+2)-T(H) *2/NeZ=8-Pil=N-D-1:R=P/ 0: PRINT

478 PRINT : PRINT "COEF. DE CORRELACION = "; SR ( ABS (H)): PRINT

488 PRINT *DESVIACION STANDARD = "; SBR (Z / I): PRINT : PRINT

481 IF F =1 GOTO 728

482 GET A%: HOME : GOTO 1@es

487 HOME : PRINT

498 INPUT *INTERPOLACION (S/N)*;Us

388 IF U8 = °N* THEN HOME : GOTO 1888

385 HOME

318 PRINT :P = R(1,D + 2): PRINT °X =",

528 INPUT X: FOR J = { TOD:P =P « RCJ ¢ 1,0+ 2) # X * J: NEXT J3 PRINT : PRINT : PRINT "Y =";P
338 PRINT : PRINT & PRINT : GOTO 498

RJ)R(JI)-R(KI)R(KI)‘SNEXTI
170D+ 2:RCJ, 1) = RCJ,TY # 20 NEXT
K = J THEN 399

TO D + 2:R(K,1) = RCK, 1) + 2 # RCJ,I): NEXT |

$48 HOME : PRINT : INPUT "ABCISA MINIMA = *{XN: PRINT : INPUT "ABCISA MAXIMA = "0(: PRINT : INPUT °ORDENADA MINIMA = *;YN: PRINT : INPUT "ORDENADA MAXIMA =

558 HOME : HGR2 : FOR 1 =1 TO N:M(I) = 2 4 275 % (XCI) = XN) / (XX - XN):2¢1) = 185 ¥ (Y(I) - YN) / (YX - YN): GOSUB 778: NEXT |
348 HPLOT 6,8 T0 278,86 70 278,196 70 8,196 70 8,8

578 FOR 1 =N TO XX STEP OOC - XN) / 275:P = RC(E,D 4+ 2): FORJ = 1 TOD:P =P + RCGJ ¢+ 1,0+ 2) ¢ 1 " J: NEXT J
88 IFP{YNTHINP =W

398 T =225 % (1 -N) / O - XNl = 1B 2 (P -YN) / (WX - YND

618 IF U > 189 THEN U = 199

620 HPLOT 2 + T,198 - U3 NEXT

622 PRINT CHR$ (7): PRINT CHR$ (7)

625 GET T8: TEXT : HOME : GOTO 1868

698 PRINT @ INPUT "IMPRESION ? (S/N) ";X$: IF X3 = "N" THEN 748

788 D$ = CHRS (13) + CHRS (4) + "BLOAD":P$ = CHRS (13) + CHR$ <4) + "BRIN"



718 POKE 49237,8: POKE 49234,8: POKE 49239,8: POKE 49232,8: PRINT : PRINT : PRINT : GET T$: TEXT

715 HOME

720 PRINT : PRINT : INVERSE : PRINT *CONECTE IMPRESORA": NORMAL : PRINT : PRINT

722 INPUT *FORMATO ? *;PP$:RT = 48: IF PP$ = "FG" THEN RT = 88

724 PRINT CHR$ (4);'PRHL": PRINT P$;PP$: PRINT CHR$ (27);"B"

725 PRINT : PRINT : PRINT TAB( 5)*REPRESENTACION DE "Y$* FRENTE A "X$: PRINT : PRINT

726 PRINT TABC 5)"-EJE DE ABCISAS ": PRINT : PRINT TAB( 18)XN' SITUADA EN EL ORIGEN.": PRINT : PRINT : PRINT : PRINT
727 PRINT TAB( 5):"-EJE DE ORDENADAS *: PRINT : PRINT TABC 18)YN' SITUADA EN EL ORIGEN. *: PRINT : PRINT : PRINT : PRINT :F = 1: GOTO 488
728 PRINT CHR$ (27);°L888": PRINT CHR$ (27); CHR$ (242): FOR A = 1 TO RT: PRINT CHR$ (18);: NEXT

729 PRINT CHRS$ (27); CHR$ (238): PRINT CHR$ (27);"A": GOSUB 1286: PRINT CHR$ (4): PRINT CHR$ (27);°B"

736 PRINT CHR$ (4);"PRN8"

735 HOME : GOTO 1888

748 HOME

750 PRINT : INPUT *GRADO DEL POLINOMIO ? *;D
755 HOME : GOTO !6@@

778 HPLOT W(I) - 1,189 - 2¢1) TO W(1) + 1,189 - 2C1) TO WCI) + 1,191 - 2¢I) TO WCI) - 1,191 - 2¢1) T0 W(I) - 1,189 - 2(1): RETURN
788 GOSUB 886: HOME : GOTO 1868

888 HOME : PRINT : PRINT TAB( 3)'N"; TAB( 15)X$; TAB( 23)Y$

818 PRINT : HTAB 1: PRINT "=~--m--mwmmmcmmomomemnomo oo mo oo '

828 FOR T =1 T0 N: PRINT TABC 3)T; TAB( 1D)X(T)5 TABC 25)Y(T): NEXT
838 GET TT$: RETURN

68 END

1688 PRINT : PRINT "1-INTRODUCCION DE DATOS*

1618 PRINT : PRINT "2-MODIFICACION DE DATOS*

1828 PRINT : PRINT '3-PARAMETROS DE REGRESION'

1838 PRINT : PRINT *4-VISUALIZACION DE DATOS®

1848 PRINT : PRINT "S-REPRESENTACION GRAFICA*

1858 PRINT : PRINT "4-INTERPOLACION®

1868 PRINT : PRINT *7-IMPRESION'

1878 PRINT : PRINT "8-CAMBID DE GRADO®

1868 PRINT : PRINT "9-FIN DE PROGRAMA"

1885 PRINT
1898 INPUT OP: ON OP GOTO 48,2008 ,268,788,548 585,786,748, 980
1288 PRINT : PRINT *N*,X$,Y$: PRINT : PRINT *=s--mmmoomommmommommmescommmnoocmmmemaae y

1218 PRINT : FOR T =1 TO N: PRINT T,X¢T),Y(T): NEXT : RETURN
2068 HOME : PRINT : PRINT : PRINT "MODIFICACION: ": PRINT : PRINT
2818 PRINT TAB( 5)'1-ELIMINACION®: PRINT

2828 PRINT TAB( 5)"2-INTRODUCCION®: PRINT



2830
1848
2858
2148
2118
2128
2138
7148
2138
2140
2178
2188
2190
1248
2218
2228

PRINT TAB( 5)*3-RECTIFICACION®: PRINT

PRINT TAB( 5)'4-FIN DE MODIFICACION": PRINT

INPUT M: ON M GOTO 2188,2288,2158,735

HOME : IF N > 3 GOTO 2128

PRINT : PRINT *NO ES POSIBLE ELIMINAR MAS PUNTOS®: GET A$: GOTO 2008

PRINT : PRINT : INPUT "NIMERO DEL PUNTO A ELIMINAR? '3l

FORG =1 TON - [:X(6) = X(6 + 1):Y(B) = Y(6 + 1): NEXT tN=N - |

60SUB 888: GOTO 2680

HOME : PRINT : PRINT : INPUT "NUMERO DEL PUNTO? *;0

PRINT

PRINT *X(*;0;")= ";: INPUT X(D)

PRINT *Y(";0;")= "3 INPUT Y(D)

G0SUB 866: GOTO 2888

HOME & PRINT : PRINT : INPUT *NUMERD DE PUNTOS A INTRODUCIR? *;1:N =N + I: PRINT : PRINT
FOR T= (N =1 ¢ 1) TON: PRINT *X(*;T3®)= *;: INPUT X(T): PRINT *Y(*;T3%)= "5 INPUT Y(T): PRINT : NEXT 7
50SUB B888: GOTC 2888



