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I. ASPECTOS GENERALES



A. PRESENTACION

La Quimica de los Productos Naturales es un campo de estudio muy
amplio de la Quimica Organica, y de mucha importancia en el Pera debido
a la gran riqueza de su flora y al uso que se le ha dado en el pasado y que
se sigue dando actualmente a las plantas en medicina tradicional y otros

dominios como colorantes, insecticidas, aromatizantes, etc.

La presente tesis, en la linea de Quimica Organica de Productos
Naturales, comprende el estudio quimico de alcaloides presentes en la
liana ayahuasca (Banisteriopsis caapi) y constituy® para mi el repaso de
los cuatro cursos basicos semestrales de Quimica Organica, asi como de
los cursos de Proyecto de Tesis [ CQ561 (Marcha Fitoquimica) y Proyecto
de Tesis II CQ562 (Determinacion Cuantitativa), y del curso electivo
CQO046, Quimica de los Productos Naturales, habiéndome proporcionado
una vision global de la aplicacion de los conocimientos de la Quimica
Organica a la solucion experimental de un problema especifico, el estudio
quimico de una planta medicinal, permitiéndonos conocer i qué clase de
compuestos estan presentes, 11 cual es la cantidad de alcaloides que
contiene y iii cual es el alcaloide principal contenido en la liana

“ayahuasca”.

Adicionalmente, el interés en el estudio de esta planta reside en la
amplia utilizacion que los curanderos de nuestra amazonia hacen en
sesiones nocturnas permanentemente, y desde hace siglos, de la bebida
denominada igualmente “ayahuasca”, la cual se prepara a partir de dos
plantas basicas: tallos de la liana ayahuasca (Banisteriopsis caapi) y hojas

del arbusto “chacruna” (Psychotria viridis).
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Este trabajo de Tesis comprendio las siguientes actividades:

Trabajo experimental en laboratorio quimico, realizado en el ambiente
de Investigacion de Quimica de Productos Naturales (C3-175), ubicado
en ¢l laboratorio N°I2 (pabellon C), de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Ingenieria, que comprendio la molienda de los
tallos de ayahuasca. su andlisis cualitativo (marcha fitoquimica), la
determinacion cuantitativa del total de alcaloides presentes en ella y el
aislamiento y purificacion de la harmina, el principal alcaloide presente
en dicha planta. Igualmente la identificacion preliminar de la harmina
mediante cromatografia en capa fina y su punto de fusion. Este trabajo
demandé una dedicacion de 4 meses (considerando el trabajo de 8
horas/dia, durante 5 dias/semana), y se realizo en el periodo de enero de
1999 a septiembre del 2000.

Identificacion espectroscopica de la harmina mediante el analisis de los
espectros de masas, y de resonancia magnética nuclear (RMN'H y
RMN"®C), espectros obtenidos en los laboratorios de Espectrometria de
Masas y de Resonancia Magnética Nuclear del Instituto Universitario
de Bio — Organica — [UBO - Laboratorio N°4, Universidad de la
Laguna (Tenerife — Espaiia), durante la estadia de investigacion que
realizo, del 6 de enero al 25 de marzo del 2001 la M. Sc Virginia
Torpoco.

Analisis de la informacion bibliografica relativa a los estudios quimicos

de la “ayahuasca” (B. caapi) y de la harmina.
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OBJETIVOS DE LA TESIS

Los objetivos de la presente Tesis son los siguientes:
El aislamiento e identificacion (clasica y espectroscopica) de la
harmina, obtenida a partir de los tallos de la liana ayahuasca
(Banisteriopsis caapi),
el analisis cualitativo de los metabolitos secundarios (Marcha
Fitoquimica) presentes en los tallos de ayahuasca, y
la determinacion cuantitativa del total de alcaloides contenido en dichos

tallos.

Nuestro objetivo principal es el primero, esto es, el aislamiento e
identificacion del principal alcaloide contenido en los tallos de la liana
ayahuasca, que nos lleva al estudio y experimentacion de los diversos
procedimientos de aislamiento de alcaloides y las técnicas de

identificacion espectroscopicas.

El aislamiento comprende las etapas de extraccion por solventes,
separacion y purificacion. Asi, se describiran los diversos métodos de
extraccion de alcaloides publicados en la bibliografia, las pruebas
cualitativas de deteccion de alcaloides, la utilizacion de la cromatografia
en capa fina como método preliminar de identificacion y la purificacion
mediante recristalizacion y por cromatografia en columna, Asimismo, se
describe la aplicacion de la espectrometria de masas y de resonancia
magnética nuclear (de hidrogeno y de carbono) en la identificacion de la

estructura molecular.



De esta manera se nos capacita en la rutina de trabajo quimico en
productos naturales, estudiando las diversas etapas del método de trabajo
que se sigue para el estudio quimico de alcaloides contenidos en una
planta, el cual es analogo al que se sigue para el estudio de cualquier clase
de compuestos organicos (metabolito secundario) contenido en un

producto natural.



II. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO



A. ESTUDIOS QUIMICOS PRECEDENTES RELATIVOS A LA
LIANA “AYAHUASCA” (B. caapi))
1. Composicion Quimica de la “ayahuasca” (B. caapi)
a) Analisis fitoquimico
El analisis fitoquimico, se refiere a la determinacion cualitativa de
los metabolitos secundarios o productos naturales’ presentes en una
planta o cualquier organismo vivo.
En la bibliografia revisada, no hemos encontrado ningun trabajo

de analisis fitoquimico realizado a la liana “ayahuasca”.

b) Principales alcaloides presentes en la “ayahuasca”

Los estudios mas completos sobre los alcaloides presentes en la
liana ayahuasca (B. caapi) han sido publicados por Rivier & Lindgren
(1972) y por McKenna et al. (1984). Estos grupos de investigadores
encontraron que los tallos de ayahuasca (B. caapi) contienen
principalmente los alcaloides hamina (a), harmalina (b) vy
tetrahidroharmina (c) cuyas estructuras se muestran en la Figura N°I,
en la cual se incluye la estructura basica [3-carbolina (d).

También se han reportado trazas de harmol y 6-metoxitriptamina
(Rivier & Lindgren — 1972); asi como de acido harmico, éster metilico
del acido harmico, acetilnorharmina, amida harmica, acido harmalinico,
cetotetrahidronorharmina, N-O0xido de hamina, shihunina vy
dihidroshihunina (Hashimoto & Kawanishi — 1975, 1976 vy
Kawanishi — 1982) (ver Anexo N°l). Sin embargo dado que estos

alcaloides se encuentran en trazas y solo en algunas de las muestras

* Metabolitos secundarios o productos naturales.- Se refiere a los compuestos organicos de estructura
variada, presentes en los organismos vivos, que tienen una distribucion restringida y caracteristica a
determinada especie. Ejemplos: alcaloides, taninos, quinonas, triterpenos y esteroides,
leucoantocianidinas, catequinas, flavonoides, saponinas, etc.

** Metabolitos primarios.- Productos del metabolismo general y de amplia distribucion en plantas y
animales. Ejemplos: carbohidratos, aminoacidos y proteinas, mucilagos, ceras, etc.



analizadas, podria ocurrir que estos compuestos sean “artefactos”, es
decir productos que se forman durante los procesos de extraccidn

quimica.

H CHy
b) Harmalina
B
NH N
HCO T N 7
H CHy }L
¢) Tetrahidroharmina d) Estructura basica B-Carbolina

Figura N°1 .- Principales alcaloides presentes en la “ayahuasca™

Asimismo, las hojas de “ayahuasca” contienen principalmente
harmina y pequefias cantidades de harmalina y tetrahidroharmina;
mientras que en las raices se encuentran, ademas de la harmina,
cantidades apreciables de tetrahidroharmina y de harmalina.(Rivier &

Lindgren — 1972) (ver Tabla N°2, pag. 10).

¢) Porcentaje de alcaloides en la liana “ayahuasca”

El porcentaje total de alcaloides presentes en los tallos de
ayahuasca varia apreciablemente, entre 0,11 y 1,36% (Rivier &
Lindgren — 1972 y McKenna et al. — 1984), tal como se describe en
la Tabla N°l. Estos resultados tan variables dependen de la localidad
de coleccion (tipo de suelo, agua, luz), la edad de la planta, el periodo

(verano, invierno, etc.), € incluso la hora de coleccion de la planta. Estos



Tabla N°1

ANALISIS QUIMICOS DE ALCALOIDES PRESENTES EN LOS TALLOS DE
AYAHUASCA (B. caapi).

_5) Referencia: River & Lindgren (1972)_
(Equipo: Cromatografo de gases F & M Model 400; estimacion

cuantitativa por planimetria)

N°® | Especie (Codigo) Porcentaje % | Alcaloides Porcentaje %
Localidad de coleccion total de presentes relativo entre
alcaloides" ellos
1 N°l 0,11 Harmina 91
Zapote Tetrahidroharmina 1
(Alto Rio Purus) NI (232)@ 1
2 N°4 0,20 Harmina 84
Marcos Tetrahidroharmina 9
(Alto Rio Purus) Harmalina 1
Harmol 2
NI (232) 3
3 Plowman y Martin 0,83 Harmina 62
Tarapoto Tetrahidroharmina 24
Harmalina 7
Harmol '
NI (232) 1

b) Referencia: McKenna, et al. (1984)
(Equipo: HPLC Varian Model 5000 con integrador SP 4100)

N° | Especie (Codigo) Porcentaje % Alcaloides Porcentaje %
Localidad de coleccion total de presentes relativo entre
alcaloides ellos
1 DMCK N°126 0,17 Harmina 34
“Cielo” Tetrahidroharmina 15
Iquitos Harmalina 45
Harmol 6
= Harmalol tr
2 DMCK N° 110 0,74 | Harmina 71
“Cielo” Tetrahidroharmina 13
Tarapoto Harmalina 15
Harmol 1
3 DMCK N° 125 1,36 Harmina 46
Puerto Almendras Tetrahidroharmina | 14
Harmalina 28
Harmol 9
Harmalol 2

M porcentaje total de alcaloides respecto al peso del material vegetal seco utilizado.

@ NI = Alcaloide no identificado, de peso molecular 232 g/mol
®) tr = trazas.
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ANALISIS QUIMICO DE ALCALOIDES PRESENTES EN LAS HOJAS Y
RAICES DE B. caapi
(Rivier & Lindgren — 1972)

N° | Especie (Codigo) Parte de | Porcentaje % Alcaloides Porcentaje %
Localidad de coleccion la planta total de presentes relativo entre
alcaloides ellos
1 N°1 Hojas 0,28 Harmina 94
Zapote
Alto rio Purus Raices 0,92 Harmina 40
Tetrahidroharmina 44
Harmalina 15
NI (232) tr
2 N°2 Raices 1,95 Harmina 41
Zapote Tetrahidroharmina 37
Alto rio Purus Harmalina 17
6-MeO-T tr
3 N°4 Hojas 0,70 Harmina 78
Marcos Tetrahidroharmina 2
Alto rio Purus Harmalina tr
NI (232) tr
Raices 0,71 Harmina 78
Tetrahidroharmina 15
Harmalina 5
NI (232) 1

dos grupos de investigadores realizaron el analisis sometiendo al
extracto bruto de alcaloides a separacion cromatografica (cromatografia
de gases y HPLC, respectivamente) y analizando cuantitativamente
cada alcaloide que se separa de la mezcla.

Asimismo, el porcentaje relativo de estos alcaloides varia de una
muestra a otra, siendo la harmina el alcaloide principal: harmina (34 a
91%), tetrahidroharmina (1 a 24%), harmalina (1 a 45%), harmol
(trazas a 9%) y harmalol (trazas a 2%).

En este contexto es interesante resaltar como estas muestras de
composicion tan diferente, son utilizados en distintas regiones de la

amazonia peruana en la preparacion de la bebida “ayahuasca”, que se

utiliza para los mismos fines en sesiones de medicina tradicional.
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De la publicacion de Rivier & Lindgren (1972) hemos trascrito 2
de las 4 muestras de B. caapi colectado por Rivier en 1968 y el andlisis
de una de las 3 muestras de herbario de B. caapi colectado por otros
investigadores. En cambio, hemos reproducido 3 de las 5 muestras de
B. caapi colectadas por McKenna et al. en 1981, quienes incluyen una
muestra de herbario (McKenna et al. — 1984). Todas estas muestras han
sido debidamente 1dentificados botanicamente por especialistas.

Rivier & Lindgren (1972) también realizaron el analisis de las
hojas y raices de B. caapi, los cuales igualmente exhiben una gran
variabilidad del contenido total de alcaloides y de los diversos

constituyentes, tal como se ilustra en la Tabla N°2.

2. Aislamiento de alcaloides de la liana “ayahuasca”

Rivier & Lindgren (1972) presentan un resumen cronoldgico de
los trabajos quimicos previos realizados con la liana ayahuasca (ver
Tabla N°3). Los primeros estudios (1905 a 1928) permitieron el
aislamiento de un alcaloide al que denomin¢ indistintamente telepatina,
yageina o banisterina. En 1928 se comprobo que dicho alcaloide era
idéntico a la ya conocida harmina, la cual habia sido aislada en 1847 de
la planta Peganum harmala.

A partir de 1957 se aislaron e identificaron los otros alcaloides
presentes en la liana, siendo los trabajos mas importantes los publicados
por Rivier & Lindgren (1972) y McKenna et al. (1984). Los trabajos de
los investigadores japoneses Hashimoto & Kawanishi (1975, 1976,
1982) se refieren al aislamiento de los otros alcaloides presentes en
trazas. De los trabajos de este periodo, Schultes et al. (1969) no
proporcionan el procedimiento de aislamiento, realizando la

purificacion e identificacion de la hamina por cromatografia
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ANALISIS QUIMICOS REALIZADOS EN AYAHUASCA

Nombre vernacular

Compuestos aislados

Autor Aio Identificacion y/o Identificados
Existencia del espécimen de (Técnicas utilizadas)
herbario

Zerda Bayon 1905 Yagé (decoccion) Telepatina
Seil y Putt 1924 Caapi 3 alcaloides
Banisteria caapi
Clinguart 1926 Yagé (decoccion) Yageina
Perrot y Raymond-Hamet Yagé Telepatina (yageina)
Banistcria caapi
Lewin 1928 Yagé, segin Merck Banisterina
Banisteria caapi
Wolfes y Rumpf 1928 Yagé, segun Merck Hannina = yageina
Malpighiaceas
Elger 1928 Yagé, Harmina + un alcaloide
Banusteria caapi

Arispe 1938 Ayahuasca Yageina (y yagenina)

Banisteria caapi

Chen y Chen 1939 Caapt Harmina
Banisteria caapi

Mors y Zaltzinan 1954 Ayahuasca Yageina
Banisteria caapi

Costa 1954 Yagé Yageina

Banistena caapi
Hochstein & Paradies 1957 Ayahuasca Harmina, harmalina y
Banistena caapi tetrahidroharmina
Der Marderosian” 1968 Yagé Hannina y barmalina
Banisteriopsis caapi (CG/CCF)
Si
Schultes et al.” 1969 Caapl Harmina
Banistenopsis caapi (CG - EM)
Si.
Der Marderosian 1970 Ayahuasca Harmina y harmalina
Banisteriopsis caapi
Sf
Rivier & Lindgren 1972 Ayahuasca Harmol, 6 metoxitriptamina
Banistenopsis caapi
Si
Hashimoto & Kawanishi 1975 | N-6x1do de harmina,
Banisteriopsis caapi Ester metilico del acido
- harmico,
Hashimoto & Kawanishi 1976 i Acido hamalinico
Banisteriopsis caapi Amida hammica,
. acetilnorharmina,
Kawanishi , Uhara y Haschimoto 1982 - cetotetrahidronorharmuna
Banisteriopsis caapi
s Shihunina y dihidroshihunina
1984 Ayahuasca Harmina, harmalina,

McKenna et al”.

Banisteriopsis caapi
Si

tetruhidroharmina, etc
(HPL.C)

* No proporcionan procedimiento de extraccion de alcaloides
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de gases — espectrometria de masas (CG — EM), mientras que Der
Marderosian (1968) refieren que la extraccion de alcaloides se realizo
de acuerdo al procedimiento de Farnsworth & Euler (1962), el cual sera
presentado posteriormente (Sec. 11 B.4, Procedimiento a), pag. 39). Por
su parte McKenna et al. (1984) realizaron el analisis cuantitativo del
extracto bruto de alcaloides obtenido de sus muestras de B. caapi por
HPLC.

En esta tesis describiremos los procedimientos publicados por
Rivier & Lindgren (1972) y Hochstein & Paradies (1957), los cuales
para una mejor comprension, presentamos dividido en subtitulos
(muestra utilizada, extraccion solido — liquido, separacion liquido -

liquido, y purificacion e identificacion).

Procedimiento de Rivier & Lindgren (1972). “Aislamiento de

alcaloides de la ayahuasca”

Muestra utilizada

Liana de ayahuasca (Banisteriopsis caapi), secada al aire libre, sin

exposicion al sol.

Extraccion solido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico,

EBO)

i Extraccion con metanol durante una noche, a temperatura ambiente
y agitacion. El extracto organico se concentra al vacio hasta
sequedad: se obtiene el EBO.

Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de

Alcaloides, EBA)

i1 Disolucion del extracto bruto organico con una solucion de acuosa
de acido sulfurico H,SOy o) 2N (dos veces).

iii Las soluciones acidas se juntan y se extraen con cloroformo CHCls,

(tres veces), descartando la fase organica.
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iv La fase acuosa acida se alcaliniza con carbonato de sodio solido
NaCO;), hasta pH 10.

v La fase acuosa alcalina se extrae de tres a cinco veces con
cloroformo CHCls.

vi Las fases organicas se reunen, se secan con sulfato de sodio anhidro
Na,SOy), y se concentran a sequedad a presion reducida: se obtiene
el EBA.

e Purificacion e Identificacion

vii El extracto bruto de alcaloides se analiza mediante cromatografia de
gases y espectrometria de masas (CG — EM).

e Resultados: Se encontraron alcaloides del tipo B-carbolino: harmina,

harmalina, tetrahidroharmina y trazas de harmol y 6-metoxitriptamina.

b) Procedimiento de Hochstein & Paradies (1957). “Extraccion de
alcaloides de Banisteria caapi”

e Muestra utilizada
150 g de la liana Banisteriopsis caapi molida

e Extraccion solido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico,

EBO)

i  Extraccion a reflujo con 3 L de metanol durante 5 horas (dos
veces). Se filtra el solvente y se concentra al vacio hasta sequedad:
se obtiene 120 g de producto solido (EBO).

e Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de

Alcaloides, EBA)

i1 El extracto bruto organico se alcaliniza con 1 L de solucion de
amoniaco NHj3 ) al 5%.

i1 La fase acuosa alcalina se extrae con cloroformo CHCl; (4 x 400

mL).
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iv Los extractos organicos se reunen, se secan con sulfato de sodio
anhidro Na,SO,), y se concentran al vacio: se obtiene 15g de
extracto bruto de alcaloides (A)

v De la fase acuosa alcalina se filtra un solido (20 g), cuya extraccion
en soxhlet con cloroformo CHCl; durante 12 horas proporciona 9g
de exmracto bruto de alcaloides (B).

e Purificacion y obtencion de harmina

vi Recristalizacion directa del extracto bruto de alcaloides, (A) y (B),
con cloroformo CHClj;, caliente: se obtienen 3g y 5g de harmina
respectivamente.

vii La harmina (8 g) se recristaliza con metanol CH3;OH, dos veces,
obteniéndose 5 g de harmina pura (Pf=261,8 — 262,4°C).

e Resultados: Aislamiento de harmina pura a partir de la liana

“ayahuasca”.

3. Identificacion clasica de harmina y/o derivados
a) Comportamiento cromatografico de la harmina (Cromatografia de
capa fina — CCF y en papel)
1 Hashimoto (1988)
Adsorbente : Silica gel G
Revelador: Luz UV
Eluente: CHCIl; — MeOH (15:1)
R¢: 0,17

i1 McKenna et al. (1984) (CCF en dos dimensiones)
Adsorbente : Polygran silica gel GI,s4
Revelador: Luz UV
Eluente: N°1. Eter — 2 — butanona — amoniaco concentrado (5:4:1)

N°2. n—propanol — amoniaco acuoso 1,5% (9:2)



R : No indicado.

i1 Kichner (1978).

v

Adsorbente: Silica gel

Revelador: No indica

Eluente: N°1. CHCI; — MeOH — amoniaco acuoso 10% (80:20:1,5)
N°2. CHCIl3; = MeOH (3:1)

R¢: 0,66 (eluente N°1) y 0,44 (eluente N°2)

Der Marderosian (1968)
Adsorbente: Silica gel
Revelador: Luz UV, Draggendorff
Eluente: N°l. Butanol — acido acético — agua (4:2:1)
N°2. Acetato de etilo — cloroformo — metanol (2:2:1)

R : 0,34 (eluente N°1) y 0,40 (eluente N°2)

Der Marderosian (1968)

Adsorbente: Papel Whatman N°I

Revelador: Luz UV, Draggendorff

Eluente: N°1. Butanol — acido acético — agua (4:2:1)
N°2. Isopropanol — amoniaco — agua (10:1:1)

R¢: 0,66 (eluente N°1) y 0,81 (eluente N°2)

b) Punto de fusion

i

)|

Harmina : 261°C (con descomposicion) (Merck — 1996)
261,8 — 262,4°C (Hochstein & Paradies — 1957)

Harmalina : 229 — 231°C (Merck — 1996)
227 — 229°C (Hochstein & Paradies — 1957)
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iii Tetrahidroharmina : 198,4 — 199,8°C (Hochstein & Paradies — 1957)

¢) UV. Visible
1 Harmina: A,;. (metanol) 241, 301, 336 nm (Merck — 1996)
11 Harmalina: A,; (metanol) 218, 260, 376 nm (Merck — 1996)

4. Identificacion espectroscopica de la harmina
En la seccion I11.B.5. (Identificacion espectroscopicos de
compuestos organicos, pag. 41) se presentaran los aspectos generales y
la importancia en la determinacion de la estructura molecular de las
principales técnicas espectroscopicas, a saber, la espectrometria de
masas, la resonancia magnética nuclear del hidrogeno y del carbono,
RMN'H vy RMN"C, respectivamente, asi como la espectroscopia de
infrarrojo IR y de ultravioleta UV.
En esta seccion solo presentaremos los espectros de la harmina y de
compuestos analogos publicados en la bibliografia.
a) Espectros de masas de la harmina y compuestos anilogos
1 Holmstedt & Lindgren (1979)
Proporciona los espectros de masas de la harmina y de la

tetrahidroharmina, tal como se reproducen en la Figura N°2.

100 — 100 [—— Y
%0 e 22 %ol .= ]
I HARMINE TETRAHYDRONARMINE
ot ot | Qg0 -
® =WO:D' a? Emag N 01 |
S70h " Cny > 70 s <
= < I |
g €0 g 6ot |
(S = 1)
€ Ll e o
£ 169 H
E 40 é O F
(E 30 r o kol 3 I-
20 i 20}t 2 or| H
10§ o8 l 10 F 01
T . | R T v Y
20 40 60 60 100 120 140 KO BO 200 20 40 60 80 100 120 140 160 18O 200
m/e m/e

Figura N°2.- Espectros de masas de la harmina y tetrahidroharmina (Holmstedt &
Lindgren — 1979)
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Los valores de los iones caracteristicos de estos alcaloides son
reproducidos por Rivier & Lindgren (1972) (Tabla VI, pag. 119):
Harmina: 212 (Pico base y M%), 197, 169, 106
Tetrahidroharmina: 216 (M*), 201 (Pico base), 187, 172, 101

Hesse (1974) explica la formacion de los iones caracteristicos del
espectro de la tetrahidroharmina, presentando la fragmentacion del
ciclo tetrahidrocarbolino como una reaccion de retro Diels — Alder

(Agurell, S. et. al. — 1969)

Rivier & Lindgren (1972)

Proporciona los espectros de masas y los valores de sus iones
caracteristicos de la harmina y del harmol, obtenidos con un
cromatografo de gases — ecpectrometro de masas LKB 900.

Harmalina: 214 (Pico base y M*), 199, 198, 186, 170, 169.
Harmol: 198 (Pico base y M%), 197, 170, 169, 115, 99.

NIST. Mass Spectrometry Data Center

A través de Internet se obtuvo el espectro de masas de la harmina
proporcionada por el NIST Chemistry WebBook (ver Fig. N°3), en el
cual se observan los mismos iones caracteristicos del espectro obtenido

por Holmstedt & Lindgren (1979).

Harmine
MASS SPECTRUM

100.
80.- e e

o i I " 169

Rel. Abundanze
e ]
o

a
o

20. 106

i

) w Al Al s 4 W N & a
- T A b L ’

! : —h 18 T S
0. 40, 80.

v T v T
120. 160. 200. 240.
mz

Figura N°3.- Espectro de masas de la harmina (NIST Chemistry WebBook)
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Los espectros de masas que obtuvimos a partir de los alcaloides
puros, harmina y harmalina (Sigma — USA) son similares a aquellos
publicados en la bibliografia.

Asimismo, el espectro de masas obtenido del alcaloide puro
harmina aislado de los tallos de la “ayahuasca” (B. caapi) es similar a
aquel publicado por Holmstedt & Lindgren (1979)

A continuacion presentamos las ecuaciones de fragmentacion de

los principales picos del espectro de masas para de la harmina.

Ecuaciones de fragmentacion del espectro de la harmina (Reyna, 1992)

m/z: 212 (pico base y M*), 197, 169, 106

m/z 197 (M3 - CH;)
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m/z 169 (m/z 197 - CO)

N
[ 1]
| 28g/mol
H CH;
m/z 169
m/z 106
¢ Ll B
| + o~ :
oz N®
'|
H CH; CH,;
106g/mol

b) Espectros de resonancia magnética nuclear del 'H, RMN'H.

En las referencias revisadas no hemos encontrado el espectro de
RMN'H de la harmina,

Experimentalmente, hemos obtenido el espectro de RMN'H de la
harmina pura (Sigma — USA) (Figura N°4), asi como de la harmina de
los tallos de “ayahuasca” (B. caapi), que es idéntico al precedente.

A continuacion se presenta el analisis de dicho espectro:
Espectro RMN'H de la harmina (Figura N°4)
El espectro RMN'H que analizaremos es aquel que obtuvimos del

alcaloide puro (Sigma — USA) (Equipo RMN Bruker 200 MHz,

solvente cloroformo deuterado CDCl;, Laboratorio de RMN, Institute
de Chimie des Substances Naturalles, Gif-Sur—Yvette, Francia, Figura
N°4.

Ademas, para realizar el andlisis de la porcion aromatica del

espectro (0 : 6,5 a 8,5 ppm), utilizaremos el espectro amplificado de
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dicha porcion que se registrd para una muestra de harmina pura aislada

de la ayahuasca (Banisteriopsis caapi), Figura N°5.

VAP-3/M /7 MARRINA (PURAY / BR COOLS / 24.09.81 t19M)

w11 IR

1
e, lﬁ'gDU.

2

224R £
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35383 &
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i
. s
Jl S " Jl_‘
: f
T ¥
Figura N°4.- Espectro de RMN'H de la harmina pura (Sigma-USA) (a 200MHz,
solvente CDCl;)
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La interpretacion de un espectro de RMN involucra el analisis de
las siguientes caracteristicas: 1 los desplazamientos quimicos, ii la
intensidad (integracion) de cada seiial, y iii los acoplamientos spin —

spin (ver Sec. I1.B.5.b, pag. 42).

H H
H o aH
\.\ 3
N4
H3CO
(grupo metoxilo)

(grupo metilo)
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a) Desplazamiento quimico

Proporciona informacidn sobre los diferentes tipos de hidrégenos
en la molécula y el entorno quimico de cada tipo de proton.

Los valores de desplazamiento quimico aparecen registrados en la
parte superior del espectro (Figura N°4), tomaremos soélo dos de los
cinco decimales indicados. Luego, los diferentes tipos de hidrogenos
que tiene la molécula, ubicados de campo alto hacia campo bajo del
espectro, son los siguientes:

i o6 = 2,78 ppm; singulete: grupo metilo CH3; enlazado a ciclo
aromatico. Esta sefial corresponde a los tres hidrogenos
equivalentes del grupo metilo enlazado al C; ciclo aromatico

ii 0 =3,90 ppm; singulete: grupo metdxilo OCH;

Esta sefial corresponde a los tres hidrogenos equivalentes del grupo

metoxilo OCHj; enlazado al C,;.

iii & = 6,86 a 6,96 ppm; tres dobletes (integracion = 2 hidrégenos)

Para el analisis de la porcion aromatica se hace necesario utilizar el

espectro amplificado reproducido de la Figura N°5, asi como tener

en cuenta la integracion del espectro.

FKH/Harmina ext.” Ayahuasca”/ Hp
ICSN — CNRS (Francia) Hc Hy Ha
Amplificacién del espectro Hg J\ L3 g
5=68-8,5 r ¥
5.6Hz _| r . 9aHz __ Ls,éHz Mz gl Mz () M
i | It
]
. | ‘ .
.I | | ! i He ';;.
Ja=1mm=2Hz i l b L=~ ) e
Jg = 4,7mm = 9,4Hz i ; T N N :
Jc=2,8 mm = 5,6Hz . (Heco ] T i ‘ il

Jb=4,7mm=9,4Hz |
Je=28mm =56 Hz ||

5 K
I | _'l
Nota : U U lJ 1
Imm =2Hz
"J \ j .
P N s Yt g et b |

Figura N°5.- Espectro RMN'H amplificado de la harmina pura (Sigma — USA)
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En la Figura N°5 se observa facilmente como estas sefiales (tres
dobletes) corresponden a dos protones diferentes: Los dos primeros
dobletes, de tamafios semejantes, corresponden al proton mas protegido
(hacia campo mas alto), al cual denominaremos Ha; y el otro doblete
correspondera a un segundo proton, Hg.

El valor exacto de desplazamiento quimico para el hidrogeno Ha
se obtiene promediando los cuatro valores de & que corresponden a los
dos dobletes de esta sefial (y que estan registradas en la parte superior

de la Figura N°4), asi:

Ha

6,87215 f

6.91525
6,86123

6,90426

6,86 +6,87 6,90+ 6,92
> T, 6,87 +6,91
H, 5 -

-=6,89ppm

Como se refirid precedentemente el siguiente doblete en el
espectro de RMN (desplazdndose hacia campo bajo) corresponde a un
segundo proton Hg, cuyo valor de desplazamiento quimico se obtiene
promediando los dos valores registrados en la parte superior de la

Figura N°4, asi:

H, :8=6’95—;6’96—=6,96ppm
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iv Los tres hidrogenos aromaticos restantes presentan sefiales dobletes
(interaccion con un solo hidrégeno vecino), y sus valores de

desplazamiento quimico se determinan analogamente; esto es:

7,68 +7,71 : ., ,
H.:6 =———"—=7,70ppm; doblete (integracion = un proton)
7,93+7,97 : .,
v H,:0=-—"———"—=795ppm; doblete (integracion dos
protones)

La sefal del proton Hp se integro junto con la sefial del proton del

indol N-H.

8,29+832

vi H_:6 -=8,31ppm; doblete (integracion = un protdn)

E

Y con los datos con que se cuenta hasta este momento no es posible
de identificar a estos portones Hy, Hg, He, Hp y Hg con los protones

aromaticos de la harmina.

=

La sefal del proton del indol N-H es una sefial movil, y en el

espectro aparece a 6 = 8 ppm (pequefia banda) (Figura N°4).

b) Integracion de las seiiales en el espectro (Figura N°4)
Esta informacién nos proporcionara el nimero de protones que
corresponden a cada sefial; asi.
i singulete a6 =2,78 ppm: 4,1 cm = CHj ; por tanto: 1,36 cm / H
ii singulete a & = 3,90 ppm : 4,1cm > OCHjs ; por tanto: 1,36 cm/ H
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i1 tres dobletes a &: 6,86 — 6,96 ppm: 2,7 cm > Hay Hg: 1.35cm/H
iv doblete ad = 7,70 ppm: 1,3 cm 2Hc: 1,30 cm / H

v doblete ad = 7,95 ppm

24cm > HpyN-H: 1,20 cm/H
pequeiia sefial a & = 8,00 ppm

vi doblete ad=2831 ppm: 1,35 cm > Hg: 1,35 cm/H

Luego la integracion del espectro esta de acuerdo con lo esperado.

Acoplamiento spin - spin

Se tiene dos sistemas aromaticos diferenciados

HsCO N
CH, Hiz

Sistema A Sistema B

Donde el sistema A puede analizarse como un sistema olefinico
simple donde Hs acopla con Hg, ubicados en posicion cis uno respecto
al otro y el sistema B implica 3 protones aromaticos acoplados (en
posicion orto, meta y para) unos respecto a otros.

e Sistema A (Hs vs Hg)
De las Tablas (Silverstein et al. — 1974, Apéndice F, pag. 226 —227)
i
N_ /"
C—=cC

/ \ Jyy =6 — 12 Hz (valor tipico: 10 Hz)
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i

Ha Hy

\__/

cC—~¢C

/ N\ Jy=88- 11,0 Hz

anillo, 6 miembros

Por tanto, Hs acopla con Hg y también una constante de

acoplamiento J de 6 — 12 Hz.

Hs Hg

NS
4+—— 6-12Hz
NN

es decir, se tendran 2 dobletes acoplados, donde Hs por encontrarse

cercano al atomo de N aparecera a campo bajo.
Sistema B (Hg vs H,g vs H3)
De las Tablas (Silverstein et al. —1974, Apéndice F, pag. 226 — 227)

i Jono = 6— 10 Hz (valor tipico = 9)
'2 Juea = 1 —3 Hz (valor tipico = 3)
X e I Jpara = 0 — 1 Hz (valor tipico = 0)

Por tanto, los acoplamientos esperados para Ho, H,o y H,, serian:

Ha

Hyg

HyCO
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1 Proton Hy

‘]Hgﬂm =Joto =9 Hz
Jun, = Jpara =0 Hz

Luego, Hy solo acopla con Hyo : J,,,, =9 Hz

11 Protén Hg

JH9Hm = Jono =9 Hz
J,,wH” = Jineta = 3 Hz

Luego, Ho acopla con ambos protones Hg y H>

11 Proton H,
Por lo mencionado antes, H,; so6lo acopla con H,q

= Jmeta = 3 HZ

HoH,;
Por tanto, los acoplamientos entre Hy y Hyo, y Ho y H,, serian:

Hyq Hyp Hi,

J =9Hz :
m‘ HyHy z Ju,n,o — OHyz m Jn:.n_,. =3Hz

.IHmle =3Hz

Luego, comparando estos acoplamientos con aquellos obtenidos
con el espectro (fino), resulta evidente que:

e Hc¢acoplacon Hg: J =5,6 Hz

HcHg
y se encuentran a campo bajo
Por tanto, Hs = Hg y He =Hc

® HaacoplaconHp: J, , =9,4 Hz

Ha acoplaconHp: J, ,, =2 Hz
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es decir, Hp acopla tanto con Hp (J = 9,4 Hz) como con Hg (J =
2Hz).

Por tanto, Hy=Hp, Hjp=Hax yHi2=Hs

Con lo cual se tiene asignado todos los hidrogenos del espectro

con aquellos del compuesto.

Sintesis de harmina (Reyna, 1992)

Los alcaloides mantienen el interés de los quimicos organicos
desde fines del siglo XIX, habiéndose extraido e identificado cientos de
esas sustancias. Paralelamente, se emprendid la sintesis de estas
moléculas, buscando imitar en el laboratorio los dificiles procesos de
biosintesis que realiza la naturaleza para producir los alcaloides, con el
objeto de disponer de mayores cantidades de estos importantes
compuestos que aquello que se puede obtener directamente de las
plantas o animales.

De los nueve procedimientos de sintesis citados en las notas de
revision de Trout (1998), presentaremos dos de ellos, la de Spith &
Lederer (1930) y de Akabori & Saito (1930).

Sintesis N°1.- Método de Spith & Lederer (1930)

El proceso de sintesis utilizado por estos autores involucra cuatro

etapas, cuyas reacciones se muestran a continuacion.

Etapa N° I Sintesis de la 6 — y — 4 metoxitriptamina.

HyCQ,

Zan

+ +

CH NH; 130 -150°C
HLCO' NHNH, RO/ oR Ih

R =CsHs

6-y 4-Metoxitriptamina

NH;
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Etapa N°2.- Sintesis de la N-acetil-6-metoxitriptamina

=
~ |
- T amb HU
%f ) 4h HyCO N

M 300 | £

! 7\

0 CH,

(Mezcla de isomeros) Pf=136°C

Etapa N°3.- Sintesis de la harmalina

| P05 | + HClg, + OHPOCK

ng t POCh &
CO : N
Hy C/ Xll@o e =
/ \ Reflujo, 45
O CH,4 78%

L,
I—2

Hy
Harmalina (Pf = 250 - 251°C)

Etapa N°4.- Sintesis de la harmina

S
Pd _ l N Hy g
N N
0,0 lmmH
Z & heo N Z
200°C, 30° |
H CHy e H CH,

HARMINA (Pf = 260 - 261°C)

Sintesis N°2 Akabori, S. & K Saito (1930)

El proceso utilizado por estos autores involucra 3 etapas

importantes, las cuales se muestran a continuacion.



Etapa N°1 Sintesis de 6-metoxitriptamina

R N
l
R= OCH;
6-metoxiindol
b)
R
c)

HyCO

I—=

CH;Mgl

+

“Mgl

éter
- =

T amb, 1h
Reflujo, 30°

CH. LN ———™

0°C

12h

52%

CHLCN
| +  Hyg C,HOH

N (CZH,OI-I + Na) T amb
i 20°
H '61%

30

[~ ‘Mgl |

I —2Z

Reactivo de Grignard

(no s¢ extrae)

CHsCN

R N

H
R=OCH3

(6-metoxi - B - indolil)acetonitnilo

H3CO N

H
6-metoNitriptamina

Pf= 1425 - 143,5°C

hH;
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Etapa N°2 Sintesis de la tetrahidroharmina

o
,{ﬁ? HyS0) 0y, 2N I . 2o

. NH
(soD) \ 110°C, 20
g T

L=

CHy

Tetraldrolmrmina
Pf=196 -196,5C)

Etapa N°3 Sintesis de la harmina

] Pd
NH Ac. mélico - [1,0
HyCO N Reflujo, 4h es n
| 70% 1
H CH, H CHy

HARMINA
(Pf=259 - 259,5C)
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B. ESTUDIOS QUIMICOS GENERALES

1. Analisis cualitativo — Marcha fitoquimica
Se han revisado tres procedimientos citados en la bibliografia:
1 Reyna (1999-b), de acuerdo a Rondina & Coussio - 1969 (Anexo
N°3).
i1 Lock (1994)
iii Miranda (1996)

Lock (1994) proporciona esquematicamente tres procesos sin
ofrecer los detalles experimentales respectivos, siendo el mas amplio de
ellos similar al procedimiento de Rondina y Coussio (1969).

Miranda (1996) sigue un procedimiento totalmente diferente, para
llegar a los mismos resultados. Este procedimiento lo hemos
experimentado durante nuestra practica Pre Profesional en “LLa Molina
Calidad Total Laboratorios” (julio - octubre, 1998) y fue presentado
como informe del curso CP500 Taller de Practicas Pre Profesionales
(Per. Acad. 98 — 2). Este procedimiento tiene dos desventajas: a) el uso
de éter etilico, que es un solvente excesivamente volatil y costoso, y
b) la utilizacion de una mayor cantidad de muestra y de solventes,
debido a que los extractos se obtienen por percolacion .

En esta tesis se ha seguido el procedimiento de Reyna (1999-b),

(ver Anexo N°3)

2. Test de alcaloides

Para la deteccion de alcaloides presentes en plantas o en sus
extractos se utilizan diversos test (reacciones de precipitacion y
coloracion), algunos de ellos se les consideran como generales y otros

especificos. Se ha escogido dos de ellos: Mayer y Dragendorft, por ser

. ., .. . )
Percolacion.- Procedimiento mediante el cual se hace pasar el solvente a través de la muestra empacada
en un recipiente adecuado, por accion de la gravedad.
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dos test generales para alcaloides, los cuales se describen en el Anexo
N°2.

3. Determinacion cuantitativa de alcaloides

Se revis6 dos procedimientos referentes a la determinacion
cuantitativa de alcaloides en muestras vegetales: el método propuesto
por Pelt et al. (1967), y el descrito en la 20 edicion de la Farmacopea
de los Estados Unidos (1980). A continuacion describiremos ambos
métodos, los cuales, para su mejor comprension, presentamos
subdividido en subtitulos (muestra utilizada, extraccion sélido —
liquido, separacion liquido — liquido, eliminacion de las bases volatiles

residuales y determinacion de los alcaloides).

a) Procedimiento de Pelt et al. (1967). “Comparacion de diversos

métodos oficiales para la cuantificacion de alcaloides de Solanaceas”.
e Muestra utilizada
Muestra vegetal seca y pulverizada
e Extraccion solido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico,
EBO)
1 Alcalinizacion de la muestra con una solucion de amoniaco
concentrado NHs ) 15N.
ii  Maceracion con una mezcla de solventes: Etanol — cloroformo (1 :
2), Etanol — éter etilico (1: 2) ¢ Eter etilico — cloroformo (3 : 1).
iii  Extraccion de la muestra con éter etilico usando un soxhlet,
verificando si la extraccion es completa mediante el test de Mayer.
iv  Evaporacion de los solventes organicos: se obtiene el EBO.
e Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de

Alcaloides, EBA)
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Disolucion del EBO con una mezcla de éter etilico — cloroformo y
extraccion de los alcaloides, como sales, mediante la adicion de una
solucion acuosa de acido sulfiirico HSOjyc) 0,5N.

Alcalinizacion de la solucidon acida con una solucion de amoniaco
concentrado NH;(,) 15N, y extraccion de los alcaloides como bases
libres en una mezcla de éter — cloroformo.

Evaporacion del solvente organico: se obtiene el EBA.

Eliminacion de las bases volatiles residuales

Disolucion del EBA en cloroformo CHCls.

Evaporacion del solvente en bafio maria.

Repeticion de la operacion, de las etapas viii y 1x, respectivamente.

Determinacion de los alcaloides

Xi1

X111

Xiv
XV

XVl

Disolucion del EBA en cloroformo CHCls.

Adicion de 50 mL de solucion estandarizada de acido sulfirico
H,SO4(ac) 0,2N.

Evaporacion del solvente organico en bafio maria.

Filtracion y lavado del filtrado.

Adicion del indicador rojo de metilo.

xvil Titulacion del exceso de acido con una solucion estandarizada de

hidroxido de sodio NaOHg, 0,2N

Procedimiento de la 20" ed. U.S. Pharmacopoeia — USP (1980).

“Determinacion cuantitativa de alcaloides™

Muestra utilizada

Secado de la muestra a baja temperatura y molienda

Extraccion solido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico,
EBO)

Se contemplan tres métodos
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i.a Se deja macerar la muestra con el solvente o mezcla de solventes y se
alcaliniza con amoniaco, durante 12 a 24 horas.
Se decanta el solido y se separa del extracto.

i.b  Percolacion.- Se satura una cantidad exactamente pesada de muestra
con el solvente o mezcla especificada en un recipiente.
Se deja reposar por 5 minutos y se alcaliniza con una solucion de
amoniaco NHj,), mezclando luego completamente.
Se trasvasa a un percolador cilindrico empacado con algodon y se
deja macerar de 1 a 12 horas.
Se deja percolar lentamente con el solvente hasta que la muestra
quede exenta de alcaloides (Test de Valser).

1.c Extraccion continua.- Se coloca la muestra pesada en un dedal de
extraccion y se lleva a un extractor soxhlet.
Se humedece la muestra con el solvente especificado y se alcaliniza
con solucion de amoniaco. Se dejar macerar de 6 a 12 horas.
Se extrae por un tiempo determinado o hasta extraccion completa.

e Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de

i

1

Alcaloides, EBA)

Se extraen los alcaloides del solvente organico agitando con un
acido, luego se alcaliniza la solucion, con un hidroxido alcalino, y se
extrae con un solvente inmiscible.

Se evapora la solucion de alcaloides purificados con un baiio de

vapor o con corriente de aire: se obtiene el EBA

e Determinacion de los alcaloides

v

Se adiciona 1 mlL de alcohol neutro o éter y una cantidad
exactamente medida de acido estandarizado (una y media o dos
veces el volumen que se estima sera consumido por los alcaloides) y

se calienta ligeramente para asegurar la disolucion total de los

alcaloides.
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v Se titula el exceso de acido con una solucion alcalina estandarizada

usando como indicador rojo de metilo.

¢) Procedimiento realizado en la Tesis

En la presente Tesis se ha tomado como base el método de Pelt et
al. (1967), con la introduccion de algunas modificaciones, tanto en el
procedimiento, como en los solventes utilizados; y en la Tabla N°4 se

resumen comparativamente ambos procedimientos.

4. Aislamiento de alcaloides
En este acapite se presenta tres procedimientos para el aislamiento

de alcaloides.

a) Procedimiento de Reyna & Torpoco (1994)

e Muestra utilizada
Hojas de Chacruna (Psychotria viridis), seca y molida.
e Extraccion sélido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico,
EBO)
1 Desengrase del material vegetal con éter de petroleo (50 — 90° C).
11 Alcalinizacion con una solucidon acuosa de amoniaco NHj al 5%.
i Extraccion a reflujo con etanol.
iv  Eliminacion del solvente por destilacion simple: se obtiene el EBO.
e Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de
Alcaloides, EBA)
v Disolucion del EBO con una solucion de acido sulfirico HySOjy(,
2N.
vi Lavado con solvente organico (cloruro de metileno), se descarta la

fase organica.
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COMPARACION DEL METODO DE DETERMINACION CUANTITATIVA DE
ALCALOIDES DESCRITO POR PELT et al. — 1967 Y AQUEL UTILIZADO

EN NUESTRA TESIS.

NATURALEZA DE PELT ET AL. TESIS. SANCHEZ
LAS OPERACIONES (1967) (2001)
Peso de la muestra 10g S50g

PUNTO FINAL

Rojo de metilo

DESENGRASE No se realiza (3x300 mL n - hexano en frio
Amoniaco concentrado (8mL) Amoniaco concentrado
ALCALINIZACION (100 mL)
Alcohol 95°- cloroformo, 1:2 (30 mL)
SOLVENTE o Metanol - cloroformo 1:1 (200 mL)
Etanol - éter, 1:2 (30 mL) ¢
Eter:- cloroformo, 3:1 (150 mL)
FORMA DE Maceracion: 12 h, agitacion, o una
z EXTRACCION combinacion de ambas Maceracion 7 dias
©
G| SEPARACION DE LA | Extraccion con Eter etilico utilizando | Extraccion con acetato de etilo en soxhlet
% SOLUCION un soxhlet
!ﬁf EXTRACTORA
# | VERIFICACION DE LA
a EXTRACCION Reactivo dec Mayer Rcactivo de Mayer
e  Evaporacion del solvente Evaporacion del solvente
Reemplazo del solvente con la|e  Disolucion del sélido en acido sulfurico
mezcla éter — cloroformo 0,5N
PURIFICACION Y e Paso de los alcaloides a una|e Lavado de la solucion acida con acctato
ELIMINACION DE solucion de acido sulfurico 0.5N de etilo
PIGMENTOS Y OTRAS |, Basificacion de la solucion acida|e  Basificacion de la solucion acida con
FRACCIONES €on amoniaco acuoso y retomo de amoniaco acuoso y extraccion de los
SOLUBLES los alcaloides libres a una mezcla alcaloides libres con acetato de etilo.
de éter — cloroformo e  Evaporacion del solvente
«  Evaporacion del solvente
e 15 minutos cn baiio maria|e  Disolucion del solido en cloroformo
_% ELIMINACION DE LAS hirviente Evaporacion en el rotavapor (40°C
] BASES VOLATILES e Redisolucion del residuo en 300 mbar)
é cloroformo e Repeticion de la operacion 4 veces
< Evaporacion a sequedad
& e 15 minutos en baiio maria
) hirviente
e Redisolucion del residuo en|e  Redisolucion del residuo en cloroformo
TITULACION cloroformo e  Adicion de 20 mL de H,SO,4 0, 2N
ACIDO - BASE e Adicion de 20 mL de H,SOs|e  Evaporacion del cloroformo en bafio
% 0,02N maria
O e Evaporacion del cloroformo en|e  Titulacion del exceso de acido con
< bafio maria NaOH 0, 2N
= e Filtracion y lavado del filtrado
b e Titulacion del exceso de acido
E con NaOH 0,02N
8 OBSERVACION DEL

Titulacion Potenciométrica
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vii Alcalinizacion del extracto acuoso con carbonato de sodio vy
extraccion de los alcaloides libres con cloruro de metileno.
viii Concentracion por destilacion simple: se obtiene el EBA.

e Purificacion
El EBA se purifica mediante cromatografia en placa preparativa y en
columna.

e Resultados

Se obtuvo el alcaloide puro (por CCF) y se caracterizO por

, : i !
espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear RMN'H.

b) Procedimiento de Poupat (1982)

e Muestra utilizada
Muestra seca y molida
e Extraccion solido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico,

EBO)

Alcalinizacion de la muestra vegetal con una solucion acuosa de
amoniaco NHj al 25% hasta consistencia pastosa.

11 Extraccion de la muestra en un extractor soxhlet con solventes
organicos, hasta que el resto solido quede exento de alcaloides
(Test de Mayer negativo).

i El extracto organico se concentra a la tercera parte de su volumen:
se obtiene el EBO.

e Separacion liquido liquido (Obtencion del Extracto Bruto de

Alcaloides, EBA)

iv  Disolucion del EBO con una solucion acuosa acida (acido
clorhidrico HCl,) 2 — 5% 6 acido sulfiirico HySOyac) 2 — 5%). Se
descarta la fase organica.

v La fase acuosa acida se extrae con éter de petroleo para eliminar los

compuestos organicos solubles.
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La fase acuosa acida se alcaliniza con una solucion acuosa de
amoniaco NHjq,, al 25%, en presencia de solvente organico
(cloroformo).
Se extraen los alcaloides libres con solvente organico. Se descarta
la fase acuosa.
Las fases organicas se reunen, se secan con sulfato de sodio

anhidro Na;SOy) y se concentra a sequedad: se obtiene el EBA.

Procedimiento de Farnsworth & Euler (1962)

Muestra utilizada

Muestra seca y molida

Extraccion solido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico,
EBO)

1

111

Desengrase del material vegetal, con éter de petroleo (30 — 60° C).
Alcalinizacion con una solucion acuosa de amoniaco NHj al 20% y
se seca sobre un bafio de vapor.

Se extrae la muestra a reflujo con cloroformo CHCl; durante 30
minutos. Se filtra el solvente, y se vuelve a repetir la extraccion una

segunda vez.

iv  Los extractos organicos se concentran hasta un volumen muy
reducido: se obtiene el EBO.
Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de

Alcaloides, EBA)

\Y

vi

El extracto organico concentrado se extrae, en una pera de
decantacion, con una solucion de acido clorhidrico HCl, al 1%.
Se descarta la fase organica.

El extracto acuoso acido se alcaliniza con solucion de amoniaco

acuoso NHj( al 28%.
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vii El extracto acuoso alcalino se extrae dos veces con cloroformo
CHCl;.

vill Los extractos se evaporan a sequedad: se obtiene el EBA.

d) Comparacion de Procedimientos

Los cinco procedimientos de aislamiento de alcaloides
presentados, dos en la Sec. 11.A.2. (pag. 13 - 15) y tres en esta seccion,
siguen dos grandes etapas para la obtencion del Extracto Bruto de
Alcaloides, siendo este el procedimiento experimental realizado en
nuestra Tesis. Este esquema de trabajo se resume a continuacion.

1 Extraccion solido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto

Organico, EBO)

- Desengrase con solventes organicos

Esta etapa tiene como objetivo remover los lipidos y pigmentos
coloreados que contiene la planta, para obtener extractos
exentos de sustancias que dificulten la purificacion ulterior del
alcaloide.

- Alcalinizacion con NHj(y

- Extraccion con solventes (por agitacion, reflujo o soxhlet)

- Eliminacion del solvente por destilacion a presion reducida y

obtencion del EBO.
i1 Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de
Alcaloides, EBA)
- Disolucion del EBO con H;SOya) 0 HCl 4
Esta etapa tiene como objetivo extraer los alcaloides como
sales.
- Lavado con solventes organicos (éter de petroleo, CH,Cl,, y/o

CHCl;) y eliminacion del solvente organico.
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Esta etapa tiene como objetivo eliminar la mayor parte de
compuestos coloreados solubles en solventes organicos.

- Alcalinizacion (con Na,CQOs;, NaOH 6 NHj(,)) de la fase acuosa.
Mediante la alcalinizacion de los extractos acuosos acidos las
sales de alcaloides retoman a su forma de bases libres.

- Extraccion con solventes organicos
En esta etapa se procede a la extraccion de los alcaloides libres
de la fase acuosa alcalina, mediante extraccion liquido — liquido.

- Eliminacion del solvente por destilacion y obtencion del EBA.

5. Identificacion espectroscopica de compuestos orgianicos (Reyna,
1999-a)

Son cinco las técnicas espectroscopicas que constituyen las
herramientas principales para la determinacion de la estructura de un
compuesto organico, a saber, la espectrometria de masas EM, la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de hidrégeno y de
carbono, RMN'H y RMN'C, la espectroscopia de infrarrojo IR y la
espectroscopia ultravioleta UV, debido a que estas técnicas permiten
determinar un amplio rango de elementos estructurales.

La importancia relativa de cada método depende de la cantidad de
informacion atil que pueda obtenerse a partir de €l, la cual es funcion
no solamente de la cantidad total de informacion, sino también de su
interpretabilidad, y esto varia de molécula a molécula. En general, se

acepta que la utilidad entre ellas sigue el orden:

RMN > EM >>]R > UV
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a) Espectrometria de masas, EM

Ademas el haz de electrones imparte a los iones moleculares un
excedente muy grande de energia, que es muy superior a lo que se
requiere para romper los enlaces covalentes (50 a 100 Kcal /mol) de las
moléculas, y asi poco después que se forman los iones moleculares la
mayoria de ellos se “fragmentan” en diversas formas, que dependen de
la naturaleza del ion molecular especifico.

En seguida, el espectrometro de masas separa la mezcla de 1ones
resultante de acuerdo a su relacion de masa /carga, m/z, y se registra la
abundancia relativa de cada fragmento idnico. El espectrometro
presenta estos resultados en una grafica donde aparece las intensidades
de los fragmentos i0nicos positivos respecto a m/z (esto es, respecto a
su masa, puesto que la carga de los iones es unitaria); obteniéndose asi
el espectro de masas.

A la seiial (o pico) mas intensa en el espectro, denominada “pico
base” se le asigna un valor de 100%, y las intensidades de los otros
picos, incluyendo el del ion molecular, son reportados como porcentaje
del pico base.

La espectrometria de masas tiene dos aplicaciones importantes en
el estudio de compuestos organicos:

1 La determinacion del peso molecular del compuesto analizado, en

la cual su precision es superior a cualquier otro método; y
i1 La deduccion de la estructura del compuesto a partir del analisis

cuidadoso de los diversos fragmentos que constituyen el espectro

de masas.
b) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear del 'H, RMN'H
Se conoce como resonancia magnética nuclear RMN al proceso de

absorcion de energia que experimenta el nucleo de un elemento, en este
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caso el hidrogeno, cuando se le coloca en un campo magnético fuerte y

simultaneamente se lo irradia con energia electromagnética.

Esta absorcion de energia, al igual que todos los procesos que se
llevan a cabo a escala atomica y molecular, estd cuantizada: La
absorcion de energia sdélo se verifica cuando la fuerza de campo
magnético y la frecuencia de radiacion electromagnética (sobre un
nucleo de hidrogeno particular) tienen valores especificos.

Los instrumentos conocidos como espectrometros de RMN
permiten medir la absorcion de energia en los niicleos de hidrogeno (de
un compuesto organico). Estos instrumentos estan disefiados de manera
que irradian al compuesto con energia electromagnética de frecuencia
constante (60, 80, 200, 500 6 600 MHz) mientras se varia la fuerza del
campo magnético. Cuando este campo magnético alcanza la fuerza
correcta, los nucleos de hidrogeno absorben energia (y se produce la
“resonancia”): esta absorcion es registrada por el instrumento como una
sefial (un pico o una serie de picos) sobre una hoja de papel calibrado.

El espectro de RMN constituye la grafica de la frecuencia de los
picos de absorcion (expresado en unidades de 8, en partes por millon —
ppm) en funcion de las intensidades de tales sefiales.

La interpretacion de un espectro de RMN involucra el analisis de
las tres principales caracteristicas que presentan estos espectros:

i Los “desplazamientos quimicos”, esto es la posicion y namero de
sefiales diferentes que aparecen en el espectro: proporciona
informacion sobre los diferentes tipos de hidrogeno en la molécula
y el entorno quimico de cada tipo de proton;

i1 la intensidad de cada sefial, registrada experimentalmente por el
equipo de RMN como una “integracion”: nos indica el nimero de

hidrogenos que corresponde a cada senal;
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i. el “acoplamiento spin spin”, esto es la interaccion entre
hidrogenos vecinos, que se presenta en el espectro como
divisiones de cada sefial: nos indica el namero de hidrégenos
vecinos que tiene el proton que origina la sefal.

Un espectro de RMN se considera plenamente identificado cuando
a cada una de las sefiales que aparecen en el espectro se le puede
asignar uno o un grupo de hidrogenos de la molécula en estudio. Esto
es, a cada hidrogeno, o grupo de hidrogenos equivalentes, de la
molécula debe corresponder una sefial en el espectro que satisfaga los
requerimientos de desplazamiento quimico, integracion € interaccion
spin — spin correspondientes.

Sin embargo, el “modus operanti” del quimico organico al
interpretar un espectro de RMN es identificar solo aquellas sefiales
donde puedan deducirse facilmente los acoplamientos spin — spin y, por
lo general, no esta interesado en encontrar soluciones precisas a

sistemas complejos.

¢) Espectroscopia de resonancia magnética nuclear del carbono '°C,
RMN"C

La RMN"C tiene un valor particular en quimica organica.
Mientras la RMN'H nos permite “ver” los protones enlazados a la
estructura carbonada de la molécula, la RMN"C nos permite ver los
carbonos; por ello, la RMN"C es un complemento perfecto de la
RMN'H para dilucidar la estructura de un compuesto.

Igual que en el isotopo de hidrogeno 'H, el nucleo del isotopo de
carbono — 13, "*C, tiene valores de spin de +1/2 y —1/2, que permite
utilizarlo en espectroscopia de RMN, y por ello, los principios fisicos
de la RMN"C son los mismos que los de la RMN'H. Sin embargo, se

presenta una diferencia. En la RMN'H se estudia al isotopo natural mas
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comun del hidrogeno, 'H, cuya abundancia es del 99,98% del total de
hidrogenos. Por el contrario, en la RMN"C se estudia al isotopo de
carbono menos abundante, al '3C, que constituye el 1,1% del total de
carbonos. Esta deficiencia deviene en una ventaja, en razéon de que no
se observan desdoblamientos del tipo >C — >C en los espectros de
RMN"C, a pesar que dichos niicleos vecinos pueden desdoblar sus
sefiales entre si, pero las probabilidades que se encuentren dos nucleos
de °C resultan muy escasas.

Una desventaja de la baja abundancia isotopica del >C es que se
hace necesario utilizar técnicas especiales que hacen que en el espectro
las areas de los picos no sean proporcionales al nimero real de
carbonos en la molécula. Por ello, la integracion de la sefial no se
practica en la RMN'C.

Otra desventaja es que debe utilizarse una cantidad de muestra
mayor (aproximadamente 20 mg) que la requerida para obtener un
espectro de RMN'H (4 mg o aiin menos).

Al igual que la RMN'H, la RMN"C proporciona informacion del
entorno electronico en el que se encuentra cada atomo de carbono en la
molécula. Los desplazamientos quimicos en la RMN'"C son mas o
menos paralelos a los de la RMN'H. El compuesto de referencia,
tetrametilsilano, (CHs)4S1, TMS, absorbe a campo alto, mientras que los
atomos de carbono aldehidico y carboxilico lo hacen a campos mas
bajos.

Los desplazamientos quimicos en la RMN"C son mucho mayores
que los observados en la RMN'H, extendiéndose la zona de absorcion
en el rango de 0 a 250 ppm (&) hacia campo bajo de la sefial del TMS.
Esto hace que los espectros de RMN"C sean mas sencillos que los de

hidrogeno, ya que en un espectro de BC es poco probable que se

observen sefiales sobrepuestas.



46

Existen dos clases de espectros de RMN"C: en uno se observa los
acoplamientos spin — spin BC - 'H, y en ¢l otro no.

En el espectro de RMN'"’C desacoplado a 'H de banda ancha,
el nicleo de C no esta acoplado con los del 'H y, por lo tanto, no
muestra acoplamiento spin — spin. El desacoplamiento se hace
electronicamente  irradiando la muestra con una segunda
radiofrecuencia. Dado que no hay desdoblamiento de picos, la seial de
cada grupo de atomos de carbono magnéticamente aparece como un
<singulete>. Este tipo de espectro permite determinar, de una manera
sencilla, el nimero de atomos de carbono diferentes en la molécula, que
corresponde al nimero de picos que aparecen en el espectro.

En los espectros de RMN"C acoplado a 'H no se suprime el

acoplamiento Bc - 'H y, en este caso, la seiial de cada carbono se
desdobla por accion de los protones directamente enlazados a él,
aplicandose también la regla n + 1 donde n es el nimero de atomos de
hidrogeno enlazados al atomo de carbono que se analiza. Asi, un
carbono cuaternario (enlazado a cuatro grupos alquilicos y sin H
enlazado a él) presenta una seiial singulete; un carbono terciario (que
solo tiene 1 H enlazado) presenta un doblete; un carbono secundario
(que tiene 2 H) presenta un triplete y un carbono primario (un grupo
metilo, CHs) presentara un cuadruplete.
Transferencia de polarizacion. Uno de los métodos con secuencias de
pulsos de uso rutinario en la investigacion de laboratorio es, por
ejemplo, la RMN'C — DEPT (en inglés, “distorsionless enhanced by
polarization transfer”, osea, transferencia de polarizacion aumentada y
no distorsionada).

Este tipo de espectro permite saber el tipo de carbono, CHj;, CH,,
CH 0 Cuuemario, @l que pertenece una determinada sefial. En particular,

es especialmente til para superar la confusion de un espectro de
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RMN"C acoplado a 'H en el que se superponen las sefiales multipletes
proximas. El experimento DEPT consta de tres espectros: espectro
registrado con un pulso (DEPT — 90) que s6lo muestra las sefiales de
los carbonos unidos a un solo hidrogeno (CH), un segundo espectro
(DEPT — 135) en el que aparecen sefiales positivas para CH; y CH,
absorciones negativas para CH; y en los que los carbonos cuaternarios
carecen de sefial, y por ultimo, el espectro normal con desacoplamiento
de 'H de banda ancha.

El espectro obtenido y presentado en la parte experimental (pag.

87) pertenece a esta clase de espectros.

Espectroscopia de infrarrojo, 1R

El espectro de infrarrojo de un compuesto es una representacion
grafica de la longitud de onda A ¢ del numero de onda v, en el rango
de radiacion infrarroja (4000 a 666 cm’), en relacion a la transmitancia
(%T) o absorbancia (A) que presenta la muestra.

En nuestro espectro IR de la harmina (pag. 89) se registra el
numero de onda v'' con respecto a la transmitancia (%T).

En la bibliografia se encuentran espectros IR lineales en numero
de onda v'' (cm™), y en longitud de onda A (um); y es importante tener
presente — para propositos de comparacion entre espectros — que un
espectro lineal en numero de onda v (cm'l) tiene una apariencia muy
diferente de aquel que es lineal en longitud de onda A (um).

Cuando una muestra no absorbe radiacion a una longitud de onda
particular, se registra como un 100% T (caso ideal). La porcion del
espectro donde %T es 100 o cerca de 100 se llama “linea base” y
aparece registrada en la parte superior de un espectro de IR.

La absorcion de radiacion por la muestra a una longitud de onda

determinada origina un descenso en el %T, lo que se pone de
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manifiesto en el espectro en forma de un “pico” o mas propiamente de
una “banda de absorcion”.

La posicion de las bandas de un espectro de IR se presentan como
longitudes de onda A (en micrones, pm) o como numero de onda v (en
cm").

Las intensidades de la absorcion de las bandas se expresan ya sea
como transmitancia (%T) o como absorbancia’.

A diferencia de los espectros de masas y de RMN los espectros de
IR aun de moléculas muy simples pueden ser extremadamente
complejos. Sin embargo, el quimico organico toma ventaja de esta
complejidad cuando compara el espectro de un compuesto desconocido
con aquel de una muestra de referencia: la correlacion pico a pico de
ambos espectros es una excelente evidencia de identidad. No es posible
que dos compuestos cualesquiera, excepto los enantiomeros Opticos,
tengan el mismo espectro de IR.

A pesar de esta complejidad y del hecho que el espectro de IR es
caracteristico de toda la molécula, es una caracteristica experimental
que ciertos grupos de atomos (los grupos funcionales) originan bandas
a, o cerca de, la misma frecuencia sin importar la estructura del resto de
la molécula. Es la persistencia de estas bandas caracteristicas lo que
permite al quimico obtener atil informacion estructural acerca de los
grupos funcionales presentes en la molécula (por ejemplo: el grupo

oxhidrilo OH, el grupo carbonilo C = O, etc.) mediante simple

La transmitancia es la relacion de la intensidad radiante transmitida por una muestra con
respecto a la intensidad radiante incidente sobre la muestra

% T = intensidad transmitida x 100
intensidad incidente

La absorbancia es el logaritmo, en la base 10, del reciproco de la transmitancia
A =Log;o T
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inspeccion del espectro y la referencia a las tablas de frecuencias de
tales grupos.

Dado al hecho que no dependemos solo del espectro de IR para la
identificacion de un compuesto organico, no se requerira un analisis
detallado del espectro de IR. Estos espectros se utilizan en conjuncion
con los otros datos espectrales (masas, RMN, UV) para la
determinacion de la estructura molecular.

La radiacion IR (4000 — 666 cm") es absorbida y convertida por
una molécula organica en energia de vibracion molecular. Esta
absorcion esta cuantizada; sin embargo, los espectros vibracionales (de
IR) aparecen como bandas y no como lineas, debido a que un simple
cambio de energia vibracional se encuentra acompafiado por muchos

cambios de energia rotacional.

e) Espectroscopia de ultravioleta, UV

El espectro de UV de un compuesto es una representacion grafica
de la longitud de onda A de absorcion, en el rango de la radiacion
ultravioleta cercano (200 — 400 nm), en relacion a la intensidad de
absorcion (expresada como absorbancia A x 100; ¢ absortividad molar
Log ¢). El espectro UV consiste en una banda ancha de absorcion
extendida sobre un amplio rango de longitudes de onda, cuyas
caracteristicas principales son su posicion y su intensidad.

La posicion de la absorcion UV se especifica como Ay, , €5 decir
la longitud de onda del punto maximo de la curva de absorcion, la cual
corresponde a la longitud de onda de la radiacion cuya energia es la
requerida para que se produzca una transicion electronica.

La intensidad de la absorcion UV (expresada como Absorbancia)

cumple con la Ley de Lambert — Beer, la cual relaciona la absorbancia
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A, la transmitancia T y la absortividad molar ¢ (coeficiente de extincion
molar) segun la ecuacion:
A =Logo(l/T)y=¢ecb y €= A/cb

La absorbancia de un compuesto, a una longitud de onda en
particular, aumenta al aumentar el numero de moléculas que
experimentan la absorcion. En consecuencia la absorbancia, ademas de
depender de la estructura electronica del compuesto, depende de la
concentracion de la muestra ¢ (en mol/L) y del espesor de la celda
empleada b (en cm). Por ello es frecuente expresar la intensidad de
absorcion en los espectros UV como absortividad molar € en lugar de
absorbancia A, debido a que € es un valor reproducible que tiene en
cuenta tanto la concentracion de la muestra ¢ como la longitud de la
celda b; y si bien sus unidades son M'cm™ es frecuente escribirla como
una cantidad adimensional.

Cuando los valores de £ son muy grandes es comun utilizar log
e en los graficos de UV. Las absorciones con gq,x > 10* son
absorciones de alta intensidad, mientras que las absorciones de baja
intensidad corresponden a valores de €g, < 10° . Estas dltimas se
consideran “transiciones prohibidas”.

Los espectros de UV proporcionan mucho menor informacion
acerca de la estructura de los compuestos, que aquella proporcionada
por los espectros de masas y de RMN, y se aplica principalmente y
practicamente de manera exclusiva al estudio de sistemas conjugados,

tales como:

\ /\ Vi

C=—=C C==( ) CcC—C C 0

/ N/ N

//()

\
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La Espectrometria UV toma ventaja de esta selectividad en
caracterizar solo sistemas conjugados: [La mayor parte de una molécula
compleja resulta transparente (no absorbe) en el UV, y por tanto estos
grupos conjugados caracteristicos pueden ser puestos en evidencia
dentro de la molécula.

Origen de las absorciones UV. El estado fundamental de una
molécula organica contiene los electrones de valencia en tres tipos de
orbitales moleculares: orbitales sigma o, orbitales p1 n y orbitales

ocupados pero no enlazados n. Asi para el grupo carbonilo se tiene:

b i
e )
O

/

La energia absorbida por la molécula en la region UV (200 — 400
nm) produce transiciones electronicas de los electrones de valencia de
la molécula presentes en los orbitales o, m 0 n, a un orbital excitado de

mayor energia.



IIl. PARTE EXPERIMENTAL
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Presentacion

El Dr. Victor Reyna Pinedo, asesor de esta tesis, inicid0 sus
investigaciones en quimica organica de productos naturales en nuestra
universidad, durante el afio de 1982, estudiando justamente la liana
ayahuasca (B. caapi).

En el mes de setiembre de dicho afio 1982, el Dr. Victor Reyna
presentd al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia — Concytec el
proyecto “Contribucion al estudio quimico de plantas peruanas”, el cual
recibio la aprobacion correspondiente (Resolucion de Presidencia N° 066—
Concytec—P—82 del 30.09.82). A raiz de ello, recibio la sugerencia del Dr.
Ramiro Castro de la Mata, entonces alto funcionario del Concytec, para
realizar sus investigaciones con el estudio de la liana “ayahuasca” (B.
caapi), en razon a su extendido uso en medicina tradicional en la region
amazonica. Ademas, el Dr. Castro le proporcioné muestra de dicha planta
que la tenia cultivada en su domicilio en Lima.

En diciembre de 1982 el Dr. Reyna presenté ante el Concytec el
proyecto para continuar tales investigaciones, recibiendo la aprobacion
respectiva (Resolucion de Presidencia 029—Concytec—P—83 del 25.02.83).
Del 10 al 28 de septiembre del afio 1983 el Dr. Reyna participo en el “viaje
de coleccion para el estudio de la flora medicinal en la region del Alto
Ucayali” (Comunidades Shipibo — Conibo de Puerto Belén y Puerto Nuevo
de Charara, Distrito de Iparia, Provincia Ucayali, Dpto. Ucayali), bajo la
direccion del Dr. Jacques Tournon y con la participacion de los docentes de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Blga. Joaquina Alban C. y
Q. F. Gudelia Serrano. En dicho viaje se colecto la liana “ayahuasca” (5.
caapi) (Reyna, 1984). En esla primera etapa se logro también adquirir las
principales referencias bibliograficas relativas a la “ayahuasca”.

El siguiente proyecto presentado al Concytec, en el mes de julio de

1984, “Contribucion al estudio quimico de la <ayahuasca> (Banisteriopsis
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caapi) y de la <chacruna> (Psychotria viridis)’, también recibido la
subvencion solicitada (Resolucion de Presidencia N°158—Concytec—P—84
del 30.08.84). Con dicha subvencion se sufrago los gastos de transporte que
posibilitd la participacion del Dr. Reyna en el cursillo de medicina
tradicional realizada en la comunidad de Infierno (Prov. Tambopata — Dpto
de Madre de Dios, del 01 al 06 de octubre de 1984) y realizar la colecta de
otra muestra de la liana “ayahuasca” (B. caapi) (Reyna, 1986).

Durante el periodo de ejecucion de dicho proyecto (Set'84 — Jul 86)
se incorporo a su grupo de investigacion el Bach. Clovis Aguinaga Risco,
al haber iniciado su trabajo como Jefe de Practicas de nuestra Facultad en
el Periodo Académico 85-1.

El trabajo experimental realizado en este periodo (1982 — 1985)
permitio la obtencion de una muestra de alcaloides semipurificado, la cual
fue remitido a los colegas del ICSN — CNRS™ de Francia recibiendo los
analisis respectivos en julio del 1986 (espectros de RMN'H y de masas),
que concluian que se trataba de harmina, el principal alcaloide contenido en
la liana “ayahuasca”. Lamentablemente, desde ese momento (Ago'86) y
hasta agosto de 1995 (9 afios) el Bach. Aguinaga no escribio la tesis
respectiva, y tampoco logro culminarla en el Per. Acad. 95-2 (Ago. — Dic.
95) cuando se le redujo la carga académica con tal fin, quedando sin
publicarse los resultados de dicho trabajo.

Por el contrario, bajo la asesoria del Dr. Reyna, se culminaron dos
trabajos estrechamente relacionados con esta planta:

1 Monografia de Bachiller de la Srta. E. Donoyan, de la Facultad de

Ciencias y Filosofia de la Universidad Particular Cayetano Heredia

* Institute de Chimie des Substances Naturelles del Centro Nationale de la Recherche Scicntifique (de Gif — Sur —
Yvette, Francia), lugar donde el Dr. Victor Reyna realizo sus estudios de Doctorado de Tecer Ciclo en Quimica

Organica.(Oct 78 — Dic'81)
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(Julio, 1986): “Banisteriopsis caapi (Spruce ex — Griseb) Morton vy el
brebaje Ayahuasca”, 49 pags.

Tesis de Licenciatura en quimica de la Srta. V. Torpoco C., de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria
(Diciembre, 1993): “Constituyentes Quimicos (alcaloides) de la
<chacruna>, Phychotria viridis (Ruiz & Pavon)”, 115 pags.

En el Per. Acad. 98—1 (Abr — Jul'98) la autora de esta tesis, Tania
Sanchez R., reinicio el trabajo quimico con la liana “ayahuasca”,
inscribiéndose en el curso CQ561 Proyecto de Tesis I, realizando el trabajo
“Estudio fitoquimico de la ayahuasca (B. caapi)”. Trabajo que fue
continuado en el siguiente semestre 98—2 (Ago — Dic'98) en el curso
CQ562 Proyecto de Tesis 11, con el trabajo “Determinacion cuantitativa de
alcaloides presentes en los tallos de la ayahuasca (B. caapi)”;
posteriormente se registrd con fecha 16.07.99 en nuestra Facultad el plan
de Tesis de Licenciatura “Estudio Quimico de la Ayahuasca (B. caapi)” (N°
de registro 143).

Consideramos importante indicar que las etapas experimentales de
laboratorio quimico, desde el secado de la planta hasta la obtencion del
extracto semipurificado de alcaloides por recristalizacion, se realizaron en
el ambiente de Investigacion de Quimica de Productos Naturales (C3 —
175) del Laboratorio N°12 de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Ingenieria, en el periodo comprendido entre abril de 1998 y
octubre de 1999, demandando un tiempo aproximado de 4 meses de trabajo
efectivo (considerando 5 dias de trabajo por semana, de 8 horas por dia).

Igualmente, la identificacion de la harmina mediante procedimientos
clasicos (punto de fusion y cromatografia en capa fina) se realizaron en
nuestro laboratorio en el mes de octubre del 2000.

En cambio, la purificacion final de la harmina mediante cromatografia

en columna y su identificacion mediante el espectro de resonancia
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magnética nuclear de hidrogeno RMN'H en CD;0D — CDCl; y DMSO —
de, fueron realizados por el Dr. Victor Reyna, asesor de esta tesis, durante
la breve estadia que realizo en el Institute de Chimie des Substances
Naturalles del Centre Nationale de la Recherche Scientifique ICSN

CNRS de Gif — Sur — Yvette (Francia) del 22 al 26 de septiembre del 2000,
con la colaboracion del Dr. M. Benechie. Ademas, una fraccion de
harmina purificada fue analizada en el Instituto Universitario de Bio —
Organica — IUBO — Laboratorio N°4, Universidad de la Laguna (Tenerife
— Espaiia), durante la estadia de investigacion que realizo, del 6 de enero al
25 de marzo del 2001, la M. Sc. Virginia Torpoco Carmen integrante de
nuestro grupo de investigacion, obteniéndose los espectros de masas, de
RMN'H (en DMSO — dg), RMN"C y analisis porcentual de elementos.

Consideramos pertinente reconocer que los procedimientos modernos
de purificacion e identificacion de alcaloides involucran el uso de equipos
acoplados de separacion cromatogratica e identificacion espectroscopica,
como la cromatografia de gases — espectrometria de masa CG — EM y la
cromatografia liquida de alta presion — espectrometria de masas HPLC —
EM.

Sin embargo, en nuestro laboratorio no contamos con estos equipos,
en razon a su alto precio de venta, asi como a su elevado costo de
mantenimiento y puesta en operacion. Por ello, en nuestro trabajo de
purificacion hemos hecho uso de los procedimientos convencionales, como
lo son la recristalizacion y la cromatografia en columna. Posteriormente, la
muestra purificada es identificada por métodos espectroscopicos

(solicitados al exterior: masas y RMN).
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TRABAJO PRELIMINAR

A. COLECCION DE LA PLANTA

La muestra de tallos de ayahuasca (Banisteriopsis caapi) fue
colectada, a pedido del Dr. Victor Reyna Pinedo, por el Sr. Ignacio
Duri, curandero de la Comunidad de Infierno (Provincia Tambopata —
Dpto. Madre de Dios), y entregado el dia 6 de octubre de 1984. El Dr.
Reyna se encontraba en dicha Comunidad asistiendo al curso
“Aplicacion de la Medicina Tradicional”, organizado por el Proyecto
Aplicacion de la Medicina Tradicional Ametra 2001 (Coordinador, Sr.
Didier Lacaze), del Lun.01 al Sab. 06. Oct. 1984 (Reyna, 1986).

B. ESTUDIO ETNOBOTANICO Y ETNOMEDICINAL. USO DE
LA AYAHUASCA EN MEDICINA TRADICIONAL (Reyna, 1994
y Anexo N°4)

Durante el primer viaje de coleccion de plantas medicinales en la
region del Alto Ucayali (amazonia peruana, Set 83) el Dr. Victor Reyna
tomo conocimiento, por informacion de curanderos locales, que la
bebida ayahuasca, utilizada ampliamente en la medicina tradicional de
dicha region, se prepara a partir de dos plantas basicas: tallos de la liana
del mismo nombre “ayahuasca” (Banisteriopsis caapi) y hojas del
arbusto “chacruna” (Psychotria viridis) (Foto N°l).

Este conocimiento tradicional esta considerado en la literatura
cientifica consultada (Rivier & Lindgren — 1972 y McKenna et al. —
1984). Sin embargo, uno de los principales estudiosos de estos temas el
etnobotanico norteamericano Richard E. Schultes considera que, por lo
general, so6lo una especie se utiliza en la preparacion de la bebida, la

liana ayahuasca (Banisteriopsis caapi), y que frecuentemente, pero no
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Foto N°1. Preparacion de la bebida “ayahuasca”, donde se observan los trozos de la
liana “ayahuasca”. Comunidad de Vista Alegre, Alto Ucayali, Set'83. (Foto
V. Reyna)

necesariamente, otras especies se agregan como aditivos,
principalmente para alterar los efectos de la bebida, siendo los mas
comunmente empleados las hojas de “chacruna” (Psychotria viridis) y
de “yaje” (Diplopteris cabrerana) (Schultes & Raffauf — 1990, Schultes
& Hoffmann — 1982 y 1980).

Esta opinion también ha sido sostenida por otros autores
(McKenna et al. — 1984, Ayala & Lewis — 1978).

Actualmente esta plenamente verificado que las hojas de
“chacruna” (P. viridis) junto con los tallos de “ayahuasca” (B. caapi)
son los dos constituyentes basicos con los cuales se prepara la bebida
ayahuasca (Callaway et al. — 1999 y Reyna — 1986), lo cual ratifica
aquello sostenido por los curanderos de nuestra amazonia (Arévalo —

1986 y Luna & Amaringo — 1991).
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Justamente, en la Foto N°2 se reproduce una pintura (vision) del
reconocido pintor Pablo Amaringo, curandero “ayahuasquero” natural
de Pucallpa, en la cual “... representa las dos plantas necesarias en la
preparacion del brebaje “ayahuasca”. De la liana “ayahuasca” sale una
serpiente negra... Hay otra serpiente, la serpiente “chacruna”, de colores
brillantes y luminosos. De su boca sale una radiacion violeta rodeada
por rayos azules. La serpiente “chacruna” penetra dentro de la serpiente
“ayahuasca”, produciendo los efectos visionarios de estas dos plantas

magicas ...” Luna & Amaringo (1991).

W

Foto N°2. Pintura del curandero ayahuasquero don Pablo Amaringo representando las
dos plantas necesarias en la preparacion de la bebida “ayahuasca”

C. DETERMINACION SISTEMATICA (IDENTIFICACION
BOTANICA)

La muestra de ayahuasca (Foto N°3) fue identificada por el

etnobotanico Jos¢ Schuncke Vigo, del Instituto Nacional de Medicina

Tradicional — Inmetra del Ministerio de Salud (Anexo N°5).
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Foto N°3. Tallo de la liana “ayahuasca” (B. caapi) y su corte transversal
(Procedencia: Comunidad de Infierno, Provincia de Tambopata, Dpto.
Madre de Dios, Oct 84) (Foto. V. Reyna)

En la foto N°4 se muestra un ejemplar de ayahuasca en su estado

natural.

Foto N°4. Liana “ayahuasca” (8. caapi) en su habitat natural (Alto Ucayali,
Set'83) (Foto V. Reyna)
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D. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO
Los estudios precedentes realizados por el Dr. Victor Reyna acerca
de la ayahuasca (Donoyan — 1986 y Reyna & Torpoco — 1994) nos
permitieron contar desde el inicio de nuestro trabajo con el estudio
bibliografico respectivo, la revision por computadoras del Chemical
Abstracts, y copia de las principales referencias sobre este tema.
Los colegas e instituciones que nos apoyaron con la revision del
Chemical Abstracts fueron los siguientes:
i Dr. Andre Collet, Ecole Normale Superieure de Lyon, Febrero 1996
(Chemical Abstracts 1985 — 1996).
11 Prof. A. Kornhauser, |
UNESCO, Yugoslavia, Febrero de 1986
Chemical Abstracts: 1967 y siguientes.
11 Dra. Christiane Poupat, ICSN — C NRS, Gif — Sur —Yvette, Francia,
Febrero de 1983.
Chemical Abstracts: 1967 a 1982.
Consideramos oportuno indicar que los dos estudios mas
completos acerca de constituyentes quimicos de la ayahuasca (B. caapi)
corresponden a Rivier & Lindgren (1972) y McKenna et al. (1984),

articulos que tratan acerca de la bebida ayahuasca.

TRABAJO EXPERIMENTAL

E. SECADO Y MOLIENDA DE LA PLANTA

Los tallos de "ayahuasca” se secaron precedentemente,
inmediatamente después de su coleccion y transporte a nuestro

laboratorio (Oct'84) en una estufa “Labor” (Hungria) a 40 — 60°C,
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disponiéndose al inicio de nuestro trabajo (Abr'98) de 1355gde

material seco (Foto N°9S).

"-'ill.;'l-.u:;u >

Come Lo g i oms - Ty Tl
‘!‘- s dy Doa

Foto N°S. Tallos de ayahuasca (Banisteriopsis caapi)

Esta muestra fue pulverizada en dos etapas: 1 A grano grueso,
utilizando un molino de cuchillas “Finommechanika” (Hungria) y

posteriormente, 11 a grano fino, con ayuda de un molino de

pulverizacion “(Foto N°6).

Foto N°6. Molienda de los tallos de ayahuasca a) Grano grueso y b) Grano fino

* Molino de cuchillas “Laboratory and Pulverizing Mill (malla N°024) (Laboratorio N°14 — Facultad de
Ingenieria Quimica y Manufacturera - Universidad Nacional de Ingenieria.
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. ANALISIS CUALITATIVO - MARCHA FITOQUIMICA

Muestra:. Tallos de ayahuasca (B. caapi) colectado en Tambopata (ver

Sec. 111. A). Se realizaron dos analisis, con resultados similares

1 Primer analisis: Abr — Jul 98. Curso CQ 561 Proyecto de Tesis 1.

i Segundo analisis: 06 — 09 Ago 99. Quim. Maria A. Prieto (Becaria

Intercampus) (con la colaboracion de la Bach. Tania Sanchez).

Cantidad de muestra por anailisis: Sg

Procedimiento: Reyna (1999), de acuerdo a Rondina & Coussio (1969)

(ver Anexo N° 3).

Resultados (Ver Anexo N° 6)

Las dos muestras analizadas nos dieron 1dénticos resultados, los cuales

se detallan en el Anexo N° 6 y se resumen a continuacion:

a) Contiene: Aminogrupos primarios o secundarios (+), grupos
fenolicos libres (+), taninos (+), alcaloides(++tt),
witerpenos y  esteroides  (+), y
leucoantocianidinas (+).

Convencion: Abundante (++ t), regular (++), poco (+).

b) No contiene: Flavonoides, saponinas, quinonas y catequinas.

. DETERMINACION CUANTITATIVA DE ALCALOIDES

Muestra: Tallos de ayahuasca (B. caapi) colectado en Tambopata (ver
Sec.Ill.A). Se realizaron tres analisis de la misma muestra:

1 Primer analisis: Ago — Dic 98. Curso CQ 562 Proyecto de Tesis II.
i1 Segundo analisis: Oct 98 — Feb 99.

i Tercer analisis: 06 — 09 Ago 99. Quim. Maria A. Prieto (Becaria

Intercampus) (con la colaboracion de la Bach. Tania Sanchez)

2. Cantidad de muestra por analisis: 50g

3. Procedimiento (Descripcion del 3* analisis)
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Observacion.- Las etapas (a) y (b), extraccion solido — liquido y

separacion liquido — liquido, respectivamente, son similares a aquellas

correspondientes a la Sec.11l.H. (Aislamiento de harmina, ver pag. 69 -

71), por lo que en esta seccion se resumiran ambas etapas.

a) Extraccion soélido — liquido: Obtencion del Extracto Bruto Organico

i

i

i1

Desengrase del material vegetal, seco y molido con n-hexano.
Cincuenta gramos (50 g) de muestra, se colocan en un frasco
erlenmeyer de 500 mL y se adicionan 200 mL de n-hexano. Se pone
en agitacion durante 3 horas y luego se decanta la solucion
organica. Al solido recuperado se le adiciona una nueva porcion de
n-hexano y se repite la extraccion. Este proceso se realiza dos veces
mas. La muestra sélida se deja secar al ambiente en un vaso de 800
mL.

Alcalinizacion con amoniaco concentrado NHs,e) 15N.

La muestra seca se coloca en un cartucho de tocuyo y se humedece
con 100 mL de amoniaco concentrado NHj(,) 15N, durante 4 horas.
Extraccion por solventes (Obtencion del Extracto Bruto Organico)
La muestra alcalinizada (dentro del cartucho y colocada en el
equipo soxhlet) se coloca en maceracion con 200 mL de una mezcla
de metanol — cloroformo (1:1) a temperatura ambiente, durante 7
dias.

Luego se adiciona a la mezcla anterior 500 mL de acetato de etilo y
se extrae en soxhlet durante 6 horas / dia por 10 dias.

La mezcla organica se concentra en el rotavapor (40°C, 300 PSI),
hasta que no destile mas solvente y luego en bafio maria sin llegar a
sequedad, obteniéndose asi el Extracto Bruto Organico (que no se

peso debido a la continuacion del proceso).
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b) Separacion liquido — liquido: Obtencion del Extracto Bruto de

Alcaloides

i

i1

111

v

Disolucion del Extracto Bruto Organico con disolucion acida.

El Extracto Bruto Organico se disuelve con 190 mL de solucion de
acido sulfurico H;SO4se) 0,5N.

Lavado de la disolucion acida con solventes organicos

El extracto acuoso acido se extrae con 400 mL de acetato de etilo,
eliminandose los extractos organicos. Este lavado se realiza un total
de 5 veces.

Alcalinizacion del extracto acuoso con disolucion de amoniaco.

El extracto acuoso acido se alcaliniza con 12 mL de una disolucion
de amoniaco NHj,) 7,5N. La disolucion final tiene pH 9.
Extraccion de alcaloides con solventes organicos (Obtencion del
Extracto Bruto de Alcaloides)

El extracto acuoso se extrae con 100 mL de acetato de etilo en un
embudo de separacion de 250 mL. Se realiza la extraccion un total
de 15 veces (hasta que la solucion acuosa dé Test de Mayer
negativo). Se elimina la fase acuosa libre de alcaloides.

Los extractos organicos se concentran en el rotavapor (40°C, 300

PSI) a sequedad.

¢) Eliminacion de las bases volatiles

i

1

El s6lido obtenido se disuelve en 50 mL de cloroformo y se lleva a
concentrar al rotavapor, para eliminar el solvente. Se repite esta
operacion un total de 4 veces. Esto tiene por objeto la eliminacién
total de la base amoniaco NHj (g).

Finalmente, se lleva a sequedad en el rotavapor, obteniéndose 840,2

mg de Extracto Bruto de Alcaloides (EBA).
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d) Titulacion. Determinacion potenciométrica

1 El extracto bruto de alcaloides (840,2 mg) se disuelve con 30 mL de
cloroformo y se agregan con una pipeta volumétrica 30 mL de
solucion estandarizada de acido sulfurico H2SOsgc) 0,2009 N. El
solvente organico se elimina en el rotavapor quedando una solucion
acuosa acida que contiene alcaloides en forma de sales.

ii  Utilizando un potenciometro” con electrodo de vidrio para
determinar el punto de equivalencia, se titula la solucion acida con
una solucion estandarizada de hidroxido de sodio NaOH,) 0,2363
N. El analisis de la curva de titulacion (ver Anexo N°7) muestra que
el punto de equivalencia corresponde a la adicion de 16,0 mL de

base, NaOH(,) .

4. Calculo de la cantidad y del porcentaje de alcaloides en la muestra
1 Al agregar un exceso de solucion de acido sulfurico H,SOy) (30

mL, 0,2009N) al Extracto Bruto de Alcaloides, ocurre la reaccion:

l N | \i |f N P
H;SO40c) J HSO4ac)
. N = =y ,-_f ~ =N
(| ¥ KT' 7 HyCO' [/ h
H CH, CHy o
L i (ac)

y se tiene que:

N° meq 4cido (sobrante) = N° meq acido total — N° meq alcaloidde  (B)

donde N° meq 4cido total = N x V = 0,2009 x 30 = 6,027meq( v )
ii  El acido sulfurico H,SO4(,) sobrante, que queda sin reaccionar con
el alcaloide, se titula con 16,0 mL de solucion de hidroxido de sodio

* Potenciometro Mach EC20 Potable (Laboratorio N° 33 de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Ingenieria).
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NaOH,) 0,2363 N, segun la ecuacion:
H2S804ey + NaOH,, —— H0 + NaySOuq

Y en el punto de equivalencia se cumple que:

N° meq. acido (sobrante) = N° meq. base (0)

11 La cantidad de meq de hidroxido de sodio (N = 0,2363 y V = 16,0
mL) se determina por la relacion: N° meq=N x V (mL)
N° meq base = NnaoH X V NaOH
N° meqnaony = 0,2363 N x 16,0 mL
N° meqqaon) = 3,780 meq

iv La cantidad de meq de 4cido sobrante se determina por la relacion
(8):
N° de meq (H,50,) sobrante = 3,780 meq

v La cantidad (en meq) de alcaloides presentes se determina a partir

de larelacion (B)y (y):

N° meq de alcaloide = N° meq de acido total — N° meq de acido (sobrante)
= 6,023 meq — 3,780 meq
= 2,243 meq

vi La cantidad (en mg) de alcaloides (harmina) se determina teniendo

€n cuenta que:

(o] =—-————W =
N°eq Phapl Y 1Eq-g
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donde O es el numero de hidrégenos intercambiados en la reaccion
acido base (para la harmina 6 = 1) y M es el peso molecular de la

sustancia (para la harmina M = 212 g/mol).

Luego:

W = N°meq x M
W= 2243 x212

W = 475,52 mg de (en S0 g de muestra seca)

vii El porcentaje de alcaloides en la muestra se determina por la

relacion:
50g _— 100%
0,476 g — % de alcaloides (como harmina)
0,476x100
% de alcaloides (como harmina) =~ ¢ " = 0,95%

Observacion.- Para el caso de los analisis N° 1 y N° 2 (pag. 63) se

obtuvieron resultados diferentes, de 0,22% y 0,30%, respectivamente

(ver Anexo N° 8). Consideramos que estos resultados son defectuosos

por lo siguiente:

i Enel ler andlisis el acetato de etilo probablemente se transformo en
acido acético.

ii en el 2 do analisis no se llega a observar bien el punto final de la
titulacion porque la coloracion marron oscuro del exwacto bruto de

alcaloides impide ver el viraje del indicador fenolftaleina.
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H. AISLAMIENTO DE LA HARMINA (Enero 99 — Setiembre 2000)

1. Muestra: Tallos de ayahuasca (B. caapi) colectado en Tambopata (ver

Sec. 1I1.A). Se realizaron tres ensayos:

1

1

Primer ensayo: 28 enero — 29 octubre 1999 (150 g de muestra)

Segundo ensayo: 26 abril 99 — agosto 2000 (200 g de muestra)

i1 Tercer ensayo: 31enero 2000 — 21 marzo 2000 (50 g de muestra)

2. Procedimiento: (Aplicado al ensayo N°I)

a) Extraccion solido-liquido: Obtencion del Extracto Bruto Organico

1

1

Desengrase con n—hexano.

En un frasco erlenmeyer de 1 L se colocan 150 g de la muestra y se
adicionan 600 mL de n-hexano. La mezcla se pone en agitacion”, a
temperatura ambiente, durante cuatro horas, y luego se deja en
reposo hasta el dia siguiente (20h).

Se separa el liquido sobrenadante incoloro, con una pipeta de 10
mL. Al solido restante se adiciona una nueva porcion de 600 mL de
n—hexano y se agita. Este procedimiento se realiza un total de 3
veces.

Finalmente el so6lido humedo se transfiere a un vaso de 800 mL, y
se deja secar al aire a la temperatura ambiente.

Alcalinizacion con solucion de amoniaco concentrado.

La muestra seca y desengrasada se introduce en un cartucho de
tocuyo, se cierra, y se coloca dentro del cuerpo central del equipo
soxhlet. Luego se afiade sobre el cartucho, con la ayuda de una
pipeta, 300 ml. de solucion de amoniaco concentrado NHj,e) 15N,

humedeciendo completamente toda la muestra, y se deja en reposo

durante una hora.

* Para la agitacion se utilizo un agitador eléctrico de eje flexible con paleta de vidrio MLW ER10
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111 Extraccion con solventes

Maceracion con metanol — cloroformo (1:1)

Sobre la muestra alcalinizada, dentro del cuerpo central del equpo
soxhlet, se adicionan 500 mL de una mezcla de metanol
— cloroformo (1:1) y se deja macerar durante 10 dias. La solucion
final adquiere un color pardo, que se separa por decantacion.
Extraccion con acetato de etilo en equipo soxhlet

En el balon de destilacion de 2 L se adicionan | L de acetato de
etilo, y luego se adiciona sobre el cuerpo central del equipo soxhlet
500 mL mas de acetato de etilo. Se coloca a reflujo 8h/dia durante
30 dias, hasta que el test de Mayer de negativo.

Eliminacion del solvente

El extracto organico se concentra en dos etapas. Primero en el
rotavapor (40° C, 300 PSI) y luego se transfiere el concentrado a
una capsula de porcelana de 9 cm de diametro, se evapora sobre un
bafio maria (T = 90° C), hasta sequedad, obteniéndose el Extracto

Bruto Organico, solido de color marron oscuro, que no se peso.

b) Separacion liquido — liquido: Obtencion del Extracto Bruto de

Alcaloides

v

Disolucion del extracto bruto organico con solucion acida

El extracto bruto organico se disuelve en 200 mL de solucion de
acido sulfurico HpSOj4(,e) 0,5N.

La disolucion acuosa acida se filtra a través de papel de filtro.

Al Extracto Bruto Organico solido se le vuelve a agregar 100 mL de
solucion de acido sulfurico H,SOyq 0,5N; se filtra la solucion
acida.

Finalmente, al Extracto Bruto Organico solido se le agregan 100

mL de solucion de acido sulfirico H;SOy 0,5N y se filtra. El
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solido remanente da prueba negativa de alcaloides (test de Mayer) y
se descarta.

Los extractos acuosos acidos, de color anaranjado oscuro, se reunen
(volumen total = 400 mL) y se colocan en un embudo de separacion
de1L.

Lavado de la disolucion acida con solventes organicos

La disolucion 4cida, que contiene los alcaloides como sales, se lava
3 veces con porciones de 400 mL de acetato de etilo.

Se separa la fase organica (que no contiene alcaloides, test de
Mayer negativo), que es de color anaranjado, y se descarta.
Alcalinizacion del extracto con solucion de amoniaco NHj () 7,5N
La disolucion acuosa 4cida, en el embudo de separacion, se
alcaliniza con 34 mL de NHsg, 7,5 N hasta pH 9. Se observa el

oscurecimiento de la disolucion.

vii Extraccion de alcaloides con solventes organicos

A la fase acuosa basica (en el embudo de separacion) se agregan
400 mL de acetato de etilo.

Esta extraccion se repite cinco veces, cada vez con 400 mL de
acetato de etilo, hasta que la fase acuosa esté exenta de alcaloides
(test de Mayer negativo).

Los extractos organicos se colocan en un balon de 2 L y se
concentran en el rotavapor (40° C, 300 PSl) hasta sequedad,
obteniéndose el Extracto Bruto de Alcaloides (EBA), como un
solido pulverulento, de color marron claro, que no se peso. El

analisis por CCF nos indica que el extracto contiene harmina (ver

Anexo N°9).
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c) Purificacién por recristalizacion (14 — 29 Oct. 99)

1

1l

I ra Recristalizacion

Se realizo en dos fracciones. La primera fraccion se obtuvo
agregando metanol caliente sobre el EBA sodlido, por partes y
separando inmediatamente la disolucion obtenida, con ayuda de una
pipeta. Se agrego un total de 50 mL de metanol, lograndose disolver
la mayor parte del EBA solido.

Esta disolucion se deja reposar durante 4 dias, a temperatura
ambiente (1 dia) y en refrigeracion a 0 — 3°C (3 dias), observandose
la formacion de cristales en forma de agujas, que se recuperan
retirando con ayuda de una pipeta el liquido sobrenadante: se
obtiene los cristales N°I.

La 2da fraccion se obtuvo agregando lentamente y con agitacion un
total de 30 mL de metanol caliente al resto del EBA solido que no
se disolvio previamente, consiguiendo la disolucion total de todo el
solido. La disolucion se deja en reposo a temperatura ambiente
durante 1 dia y se refrigera (0 — 3°C) durante 3 dias, observandose
igualmente la formacion de cristales en forma de agujas, con ligeras
impurezas de color marron: cristales N°2

Se juntan los cristales obtenidos precedentemente (N°1 y N°€2)
transvasandolos a un erlenmeyer de 50 mL y se procede a una
segunda recristalizacion.

2da Recristalizacion

Se agregan 25 mL de metanol caliente sobre los cristales de
harmina impura, disolviéndose completamente. Se concentra la
disolucion calentando a 40°C sobre una plancha de calentamiento,
hasta reducir el volumen a la mitad, y la disolucion se transfiere a
un tubo de rotavapor. Se coloca a refrigeracion (4°C) durante 5 dias,

observandose la precipitacion de un solido. Se decanta el liquido
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sobrenadante, y se coloca el tubo en el rotavapor y se lleva a
sequedad (100 mmbar, 34°C, lh), y posteriormente se coloca en un
desecador al vacio y se deja durante 5 dias (en presencia de P,Os),
150 mmbar). Se obtiene 200 mg de cristales brillantes incoloros
(EBA.1 —S2).

e El liquido sobrenadante se recibe en un frasco pequefio (5 mL) y se
deja en reposo durante 5 dias. Al no obtenerse precipitacion se
coloca el frasco dentro de un tubo de rotavapor” y se lleva a
sequedad en el rotavapor (100 mmbar, 34°C, 1h) y posteriormente
se coloca en un desecador al vacio (en presencia de P;Osc), 150
mmbar) durante 5 dias; obteniéndose 60 mg de cristales (EBA.1 —
L1).

e En resumen, se obtuvieron 260 mg de harmina parcialmente

purificada, la cual se trabajé ulteriormente de la siguiente manera:

» EBA.1-S2 (Total =200 mg)
56 mg : Se remitieron a la M. Sc. Maria Caramantin (ex —
alumna EPQ - FC), estudiante de Doctorado en la
Universidad de Campinas. No pudo realizar los
espectros de RMN y de masas solicitados
144 mg: Fueron llevados por el Dr. Victor Reyna y purificada
en el ICSN — CNRS (Francia) en el mes de Set 2000.

Ver Sec. d) a continuacion.

EBA.1 — L1 (Total = 60 mg): Igualmente fueron purificados
por el Dr. Victor Reyna en el ICSN — CNRS (Francia). Ver

Sec. d) a continuacion.

* Tubo especial con cuello esmerilado de H 24/40 (¢ = 2,5cm, L =12,5 cm)
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d) Purificacion cromatografica (25 — 26 Set. 2000)

Los procedimientos cromatrograficos que se utilizaron para la
purificacion final de la harmina parcialmente purificada (obtenida en la
Seccion ¢) precedentemente).

Analisis preliminar: Cromatografia de capa fina — CCF (ver Sec. €).
Cromatografia de columna — CC (ver Sec. f))

Esta etapa del trabajo fue realizada por el profesor Victor Reyna, asesor
de esta tesis, en el Institute de Chimie des Substances Naturalles del
Centre Nationale de la Recherche Scientifique (ICSN-CNRS) de Gif-
Sur — Yvette (Francia), el 25 y 26 de setiembre del 2000, durante la
breve estadia que realizo en dicho centro de investigacion (22 — 26. Set.
2000).

e) Analisis preliminar por cromatografia en capa fina — CCF

1 Muestras: Harmina parcialmente purificada por recristalizacion,
obtenida de la Sec. ¢) precedente.

EBA.1 - S2 (144 mg)
EBA.1 - L1 (60 mg)

i1 Referencia : Harmina (alcaloide puro, Sigma — USA)

i Placa: Placa de aluminio Kieselgel 60F-254

iv  Eluente: Cloroformo — metanol (2,5:1)

v Procedimiento: La aplicacion de las muestras, el desarrollo del
cromatograma y el revelado de las placas son procedimientos descritos
en los textos y guias de practicas de quimica organica.

vi Revelador: UV / H,SO4 con calentamiento

vii Rf=0,48

viii Observaciones: Se observa una sola mancha.
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Conclusion: EBA.1 —S2 y EBA.1 — L1 solo contienen harmina, y por
tanto se juntan para realizar la purificacion final mediante

cromatografia en columna.

Cromatografia de columna — CC.

Muestras: EBA.1 —S2 (144 mg) y EBA.1 -L1 (60 mg) = 200 mg de
harmina semipurificada se juntan y se disuelven con metanol en un
balon de S0 mL y se concentra a presion reducida.

Caracteristicas de la columna: ¢i = 20 mm , h = 12 cm; altura de la
silica=3,2 cm.

Adsorbente: Silica Gel 60H TLC (Merck)

Procedimiento

En la columna se agrega la silica gel en polvo, y se adiciona n-hexano,
con el objeto que se infle la silica y no se formen huecos.

La muestra se redisuelve con 20 mL de cloroformo y se calienta sobre
bafio maria (~60°C).

Se trasvasa sobre la columna, con presencia de n-hexano. Se agrega
mas cloroformo al balon para disolver los cristales de muestra
(coloreados) que aun quedan sin disolver.

Cuando toda la muestra esta en la columna se agrega cloroformo hasta
haber recibido SOmL de eluente en un balon de 100 mL (balon N°1).

Se modifica el eluente y se agrega 2% de metanol en CH,Cl,,
recibiendo 25 mL de elucion en un balén de SOmL (balon N°2).

Se contintia la elucion con el mismo eluente (2% de metanol en
CH,Cl,), recibiendo 50 mL en los balones N°3 hasta el N°10.

Se aumenta la polaridad del eluente a 3,5% de metanol en CH,Cl,, y se
reciben en el balon N°11 25 mL de eluente y en el balén N°12 50 mL.
Se realiza el seguimiento de la elucion del sustrato, llevando

inmediatamente al rotavapor el balon que contiene el producto eluido, y
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registrando su placa de CCF en comparacion con la harmina pura

(Sigma).

Resultados:

- Balon N°1: Sustancia aceitosa y coloreada. Se descarta.

- Balones N°2 a N°7: Sélido blanco.

- Balones N°2, 3 y 5 = Contiene 110 mg de harmina (indicado por
CCF) (Harmina N°1).

- Balones N°6 y 7 = Contiene 49 mg de harmina (indicado por CCF)
(Harmina N°2)

- Balén N°4 (no se peso, aproximadamente podemos considerar 41
mg). La CCF indica que se trata de harmina (Harmina N°3).
Se registro su espectro de RMN'H en CD;0D — CDCl;: Espectro N°6,
ver Anexo N°10.
Posteriormente, se registra su espectro en DMSO — d,. Espectro N°7,
ver Anexo N°l | y se desecha dicha muestra.
Observacion: Se trata de harmina.

- Balones N°8 a N°12 = 19 mg, solido blanco ligeramente amarillo.

Conclusion: Se ha logrado aislar el alcaloide puro. la harmina, el

principal alcaloide presente en los tallos de ayahuasca (B. caapi),

(balones N°2 a 7; peso aproximado = 200 mg)

IDENTIFICACION CLASICA DE HARMINA

La identificacion de la harmina se realizd mediante métodos
clasicos (punto de fusion, comportamiento cromatografico — CCF,
analisis porcentual) y métodos espectroscopicos (espectros de masas,
RMN'H, RMN"C, UV, IR).

Muestra: Harmina purificada (Harmina N°1), aislada de la liana

ayahuasca (ver Sec. I1L.H.2.f.v, precedente).
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Caracteristicas del producto.- Sé6lido blanco

Determinacion del punto de fusion

Condiciones de trabajo

1 Equipo: Electrothermal JA9200 — Digital Melting Point APP.
ii Laboratorio : Lab. N°14 (Quimica Organica), FIQM"™ — UNI.

11 Operador: Bach. Tania Sanchez

iv Fecha: 20.04.01

Resultados

Punto de Fusion:  261,2°C (con descomposicion)

Referencias: 1 261°C (con descomposicion) (Merck — 1996)

1 261,8—262,4°C (Hochstein & Paradies — 1957)

Analisis porcentual de carbono, nitrégeno e hidrégeno

Condiciones de trabajo

i Equipo: Analizador elemental EA 1108 CHNS-O

ii Laboratorio: Instituto Universitario de Bio — Organica IUBO — Lab.
N°4 Universidad de La Laguna (Tenerife — Esparia)

i1 Operador: Quim. Pastora — M.Sc. Virginia Torpoco

iv Fecha: 22.03.01

Resultados:

Carbono | Nitrogeno 'Hidr()geno '_Oxigeno

73.309% | 13,403% | 5,71% 7.578%

Deduccion de la formula empirica a partir del porcentaje en peso
de los elementos

i  Se asumen 100 g de sustancia.

* Facultad de Ingenieria Quimica y Manufacturera de la Universidad Nacional de Ingenieria.
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{ Elemento | % Peso (2) Peso | n | Cantidad
_: . Atomico |(moles) | relativa
| C 73,309 | 73,309 12,000 | 6,109 | 12,91 =13
. H ‘ 571 | 571 1,008 | 5,665 '11,97;ﬁ;
N f 13,403 ‘ 13,403 | 14,007 | 0,957 | 2.02=2 |
_ |
o) 7578 | 7,578 15,999 | 0,473 | 1,00=1

m Por tanto la formula empirica del compuesto
Ci3H12N20.

iv La formula empirica de la harmina es C3H;2N,0.

analizado es

v Conclusion: El andlisis porcentual de la muestra analizada

corresponde a la molécula de harmina.

J. IDENTIFICACION ESPECTROSCOPICA

La determinacion estructural de la harmina obtenida de la liana

“ayahuasca” (B. caapi) se realizo mediante el analisis de

de masas, d¢ RMN'H y de RMN'*C.

Sus espectros

La muestra analizada fue el solido de color blanco obtenido (Harmina

N°l) en la Sec. II1.H.f.y, la cual se remitio en el mes de marzo del 2001

a la M.Sc Virginia Torpoco (Universidad de La Laguna, Tenerife —

Espaiia), para la obtencion de tales espectros.

Ademas en nuestra Facultad registramos los espectros de IR y UV,

respectivamente.
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1. Espectro de masas. Ver Espectro N°I

a.

Condiciones de trabajo

1 Equipo: Espectrometro MS 5870B (70 eV)

i1 Laboratorio: Instituto Universitario de Bio — Organica IUBO — Lab.
N°4 Universidad de La Laguna (Tenerife — Espafia).

i1 Operador: Dra. Ana Estévez Braun — M. Sc. Virginia Torpoco

iv Fecha: 21.03.01

v Peso de la muestra: 3 — 4 mg

Caracteristicas del espectro
m/z 212 (i6n molecular M* y pico base, 100%), 197 (24,51%), 183
(5,13%), 169 (50,25%), 106 (6,52%).

Anailisis del espectro

La identificacion de los cinco fragmentos 10nicos correspondientes
a los picos m/z 212, 197, 183, 169 y 106, y las ecuaciones de
fragmentacion respectivas, se han descrito precedentemente (Sec.
[.4.a.1v).

El espectro de masas de la harmina obtenido a partir de los tallos
de la liana “ayahuasca” (B. caapi) es similar al espectro registrado por

Holmstedt & Lindgren (1979).

Conclusion: Existe correspondencia entre el espectro de masas

obtenido para nuestro compuesto y aquel publicado en la bibliografia

para la harmina.
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2. Espectro de RMN'H. Ver Espectro N°2
a. Condiciones de trabajo
1 Equipo: Bruker AM (100 MHz)
i1 Laboratorio: Instituto Universitario de Bio — Organica [UBO — Lab.
N°4. Universidad de la Laguna (Tenerife — Espafia)
i Operador: Dra. Ana Estévez Braun — M. Sc. Virginia Torpoco
iv Fecha: 20.03.01
v Peso de muestra; 30 mg

vi Solvente: DMSO - d¢

b. Caracteristicas del espectro
2,73 ppm (s, CH3), 3,86 ppm (s, OCHzs), 6,82 — 6,86 ppm (2d, 2H
aromaticos), 7,82 ppm (d, 1H aromatico), 8,05 ppm (d, 1H aromatico y
N-H) 8,15 ppm (d, 1H aromatico)

c. Analisis del espectro (Desplazamientos quimicos e integracion)
La identificacion de los 8 tipos de hidrogenos correspondientes a los
desplazamientos & = 2,73; 3,86; 6,82 — 6,86; 7,82, 8,05y 8,15 ppm, se

han descrito precedentemente (Sec. 11.4.b)

H3CO N
o metoxilo |
(grup ) A \

CHj
(grupo metilo)
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d (ppm)  Tipo de Sefial Integracion Tipo de Hidrogeno
2,73 Singulete 3H Ar — CH;
3,85 Singulete 3H Ar—0 - CHs;
6,82 - 6,86 Dos dobletes 2H H — Ar (posicion 10y 12)
7,82 Doblete IH H — Ar (posicion 6)
8,05 Doblete 2H H — Ar y N-H (posicion 9)
8,15 Doblete I1H H — Ar (posicion 5)

d. Conclusién.- El espectro RMN'H obtenido corresponde a lo esperado

para la estructura de la harmina.
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3. Espectro de RMN"C. Ver Espectro N°3
a. Condiciones de trabajo
i Equipo: Bruker AH —400 (400 MHz)
11 Laboratorio: Instituto Universitario de Bio — Organica I[UBO — Lab.
N°4 Universidad de La Laguna (Tenerife — Espafia).
11 Operador: Dra. Ana Estévez Braun — M. Sc. Virginia Torpoco
iv Fecha: 20.03.01
v Peso de muestra: 30 mg
vi Solvente: DMSO —d,

b. Caracteristicas del espectro
(A) Espectro DEPT 90
Aparecen cinco sefiales que corresponden a carbonos unidos a un solo
hidrogeno.
Carbonos terciarios (CH) (C;3): 95,0 ppm
(Ci0): 109,7 ppm
(Ce): 112,5 ppm
(Co): 123,1 ppm
(Cs): 137,5 ppm
(B) Espectro DEPT 135
i  Sefiales hacia arriba (7): Carbonos primarios (CH3) (Cy5): 20,4 ppm
(Cig): 55,8 ppm
Carbonos terciarios (CH) (Ci3): 95,0 ppm
(Cio): 109,7 ppm
(Ce): 112,5 ppm
(Co): 123,1 ppm
(Cs): 137,5 ppm

ii Sefiales hacia abajo (0): No hay carbonos secundarios (CH,): --
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Observacion.- En esta tipo de espectros no se registran carbonos

cuaternarios.

(C) Desacoplamiento de 'H de banda ancha

C.

20,4 ppm (CHj); 55,8 ppm (OCHs); 95,0 ppm (C — aromatico); 109,7
ppm (C — aromatico); 112,5 ppm (C — aromatico); 115,2 ppm (C —
aromatico); 123,1 ppm (C — aromatico); 128,0 ppm (C — aromatico),
134,9 ppm (C — aromatico); 137,5 ppm (C — aromatico); 141,4 ppm (C
— aromatico); 142,6 ppm (C — aromatico); 160,7 ppm (C — aromatico).

Analisis del espectro

(A) Espectro DEPT -90 y (B) DEPT - 135

H H 15CH3
(grupo metilo)

(C) Desacoplamiento de 'H de banda ancha

En el espectro N° 3 ((B) DEPT — 135) observamos 7 sefales de atomos
de carbono, de los cuales 5 sefales corresponden a atomos de carbono
primarios y las 2 sefiales restantes corresponden a atomos de carbono
terciarios.

Luego, las 6 sefales restantes registrados a & 115,2; 128,0; 134,9;
141,4; 142,6 y 160,7 ppm, corresponden a los seis atomos de carbono
cuaternarios de la molécula de harmina.

Los atomos de carbono de la molécula de harmina tendrian los

siguientes valores de 6 (ppm) (ver Espectro N°3 (C)):
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N°® de N° de
atomos de Tipo de carbono §(ppm) atomos de Tipo de carbono &(ppm)
carbono carbono
2 C (cuaternario) 134.9 10 CH (aromatico) 109,7
3 C (cuaternario) 142,6 11 C (cuaternario) 160,7
5 CH (aromatico) 1375 12 CH (aromatico) 95,0
6 CH (aromatico) 112,5 13 C (cuaternario) 1414
7 C (cuaternario) 115,2 14 CH; (OCHa) 55,8
8 C (cuaternario) 128,0 15 CHj; (primario) 20,4
9 CH (aromatico) 123,1

d. Conclusion. - El espectro RMN'C - DEPT: (A) DEPT - 90, (B) DEPT
— 135 y (C) Desacoplamiento de 'H de banda ancha presentado

corresponde a lo esperado para la estructura de la harmina.
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a. Condiciones de trabajo
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Espectro de IR. Ver Espectro N°4

i  Equipo: Espectrofotdometro infrarrojo Shimadzu FTIR 800 —
DRS800 (reflectancia difusa).
11 Laboratorio: Laboratorio de Peliculas Delgadas (Ambiente R2-

111). Facultad de Ciencias — UNI.

iii  Operador: Dr. Abel Gutarra — Bach. Tania Sanchez

iv Fecha: 20.04.01

v Peso de muestra: 30 mg de harmina. Se preparé una pastilla de (¢ =

4 mm) que contiene 29 mg de bromuro de potasio KBr(s).

Caracteristicas del espectro

v! (em™) 3155 cm™; 3089 cm’; 2986 cm™; 2836 cm™ ; 1778 cm™ ;

1628 cm™; 1388 cm’.

Banda v'(em™)

A 3155
3089
2986
2836
1778
1628

m m g 0O W

Analisis del espectro (ver Espectro N°4)

Vib. de tension N — H
Alargamiento C - H aromatico
Alargamiento C — H metilénico
- OCHj;

Vib de Tension C =N

Vib de Tension C = C, aromaticos

d. Conclusién.- El espectro IR obtenido corresponde a lo esperado para la

estructura de la harmina.
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5. Espectro de UV. Ver Espectro N°5
a. Condiciones de trabajo
1 Equipo: Espectrofotometro UV Perkin Elmer — Lambda 10
i1 Laboratorio: Laboratorio N° 33 (Instrumentacion Quimica).
Facultad de Ciencias.
iii  Operador: Quim. Christian Jacinto — Bach. Tania Sanchez
iv Fecha: 24.08.01
v Peso de muestra: | mg
vi Concentracion: 0,004 mg / mL
vii Solvente: Etanol absoluto
Observacion: La muestra de harmina insoluble en metanol.
b. Caracteristicas del espectro
Maximo de absorcion, A s, 240, 300, 335 nm.
c. Analisis del espectro
Estos valores son analogos a aquellos publicados en el Merck Index
(1991) para la harmina A ;, (metanol) 241, 301, 336 nm.
d. Conclusion.- El espectro UV obtenido corresponde a lo esperado para

la estructura de la harmina.
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IV. RESUMEN DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES
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RESUMEN DE RESULTADOS

1. Obtencion de la harmina a partir de los tallos del “ayahuasca” (B.
caapi).

a. A partir de 150 g de tallos de la liana “ayahuasca” (Banisteriopsis caapi),
seca y molida (malla = 315um) se obtuvo mediante extraccion por
solventes y particion liquido — liquido el Extracto Bruto de Alcaloides,
el cual se purifico mediante recristalizacion, seguido de cromatografia
de columna proporcionando aproximadamente 200 mg de harmina pura,
como un solido blanco.

La caracterizacion de dicha sustancia se realizo mediante su punto de
fusion 261,2°C (con descomposicion), el analisis porcentual de
elementos (C 73,3%; H 5,7%; N 13,4 %; O 7,5%) y sus espectros de
masas, RMN'H, RMN”C, IR y UV, correspondiendo todos ellos a los
valores y caracteristicas referidas en la bibliografia para la harmina.
Asimismo, dicho compuesto presenta por cromatografia de capa fina
una sola mancha (Rf = 0,48) de color violeta con el revelador H,SO,,

ademas presencia fluorescencia con la luz UV.

b. El andlisis del espectro de masas corresponde a lo esperado para la

harmina y es analogo al espectro de la harmina publicado en la

literatura.

c. Los espectros de RMN (de 'H y de "*C) son consistentes con aquellos de

la harmina.

d. El espectro de UV de la harmina es analogo a los valores publicados en

la bibliografia.
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e. El espectro IR presenta las bandas de absorcion caracteristicas de los

grupos funcionales presentes en la harmina.

2. El analisis cualitativo de los metabolitos secundarios (Marcha
Fitoquimica) presentes en los tallos del ayahuasca, siguiendo el
procedimiento de Reyna (1999) (de acuerdo al procedimiento de
Rondina y Coussio — 1969) y verificado con ensayos especificos para
cada clase de compuestos (Villacrés, 1995), nos indica que contiene:
Aminogrupos primarios o secundarios (+), grupos fendlicos libres (+),
taninos (+), triterpenos y esteroides (+), alcaloides (++t) vy

leucoantocianidinas (+).

3. La determinacion cuantitativa del total de alcaloides contenidos en los
tallos del “ayahuasca”, siguiendo el procedimiento clasico de titulacion
acido — base, (Pelt et al. — 1967) proporciona 0,95%. Este valor esta
comprendido en el rango de porcentajes de alcaloides para la

“ayahuasca” publicado en la bibliografia.

4. Se realizo el analisis de la informacion bibliografica relativa a los

estudios quimicos del “ayahuasca” (8. caapi) y de la harmina.
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CONCLUSIONES

A partir de los tallos de la “ayahuasca” (B. caapi) se ha aislado la
harmina, la cual se ha identificado mediante su punto de fusion, el
analisis porcentual de elementos, su comportamiento cromatografico
por CCF, y sus espectros de masas, RMN'H, RMN"C, IR, y UV, yla

comparacion de €stos con lo publicado en la bibliografia.

Se realizé el andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios
(Marcha Fitoquimica) presentes en los tallos de la “ayahuasca” segun
el procedimiento de Rondina y Coussio (1969) y Villacrés (1995),
habiéndose verificado la presencia de: Aminogrupos primarios y/o
secundarios (+), grupos fendlicos (+), taninos (+), triterpenos y

esteroides (+), alcaloides (+ t ), y leucoantocianidinas (+).

Se realizo la determinacion cuantitativa del total de alcaloides de los
tallos de la “ayahuasca”, segun el procedimiento de Pelt et al. (1967),

habiéndose obtenido 0,95%.
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