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Resumen

El “arbol de la Quina” o “Cascarilla” simbolo en el escudo nacional de nuestra
riqueza vegetal, comprende especies del género Cinchona, entre ellas Cinchona calisaya,
Cinchonacfficinalis y Cinchona pubescens. La Quina (C. pubescens) se emplea en la
medicina tradicional peruana, y sus constituyentes puros (alcaloide de tipo quinolinico,
quinina) se utilizan como antimalarico, para calambres musculares, reumatismo resfrios e
indigestion. Silva, 1., et al.(2009) reporta el analisis cuantitativo de quinina, basado en el
espectro de UV de Sulfato de quinina, Mesa, A., et al. (2013) reporta la extraccion,
aislamiento y la purificacion (analisis espectroscopico) del principal alcaloide presente en
la Quina (C. pubescens) de los tallos y la corteza, colectadas en Antioquia, Colombia.

En nuestro laboratorio hemos realizado el secado, la molienda, el analisis
cualitativo de los tallos de la Quina(C. pubescens), y el analisis cualitativo. Ademas,
realizamos la determinacién cuantitativa del totalde alcaloides de los tallos de la Quina (C.
pubescens), habiéndose obtenido 0,66 % (procedimiento Pharmacopoeia 5.0 — 2005).
Mesa, A., et al. — 2013 realizaron el analisis cuantitativo de quinina, presente en corteza y
tallos, de la Cinchona pubescens reportando resultados en cuatro extractos, el mas alto
rendimiento fue de 1,49 %.

El andlisis fitoquimico que realizamos, nos indic6 la presencia de alcaloides,
aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos libres, taninos, triterpenos y
esteroides,quinonas antroquinonas o antranoles, catequinas, flavonoides y saponinas. En
la estadia realizadaal laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Federal de
Parana (octubre del 2007) se aisl6 la quinina de los tallos de la Quina, habiéndose
caracterizado mediante sus espectros de Masas, RMN'H, RMN*3C y 'H-'H COSY.

Palabras Clave: Cinchona pubescens, Quina, quinina, marcha fitoquimica, total de

alcaloides.



Abstract

The “Quina tree” or “Cascarilla”, symbol on the national coat of arms of our plant
wealth, includes species of the Cinchona genus, including Cinchona calisaya, Cinchona
officinalis and Cinchona pubescens. Quina (C. pubescens) is used in traditional Peruvian
medicine, and its pure constituents (quinoline alkaloid, quinine) are used as an antimalarial,
for muscle cramps, rheumatism, colds and indigestion. Silva, 1., et al. (2009) reports the
gquantitative analysis of quinine, based on the UV spectrum of Quinine Sulfate, Mesa, A., et
al. (2013) reports the extraction, isolation and purification (spectroscopy analysis) of the
main alkaloid present in Cinchona (C. pubescens) from the stems and bark, collected in
Antioquia, Colombia.

In our laboratory we have carried out the drying, grinding, qualitative analysis of the
Cinchona (C. pubescens) stems, and qualitative analysis. In addition, we carried out the
guantitative determination of the total alkaloids of the stems of Quina (C. pubescens),
having obtained 0.66% (Pharmacopoeia 5.0 procedure — 2005). Mesa, A., et al. — 2013
carried out the quantitative analysis of quinine, present in the bark and stems, of Cinchona
pubescens, reporting results in four extracts, the highest yield was 1.49%.

The phytochemical analysis that we carried out indicated the presence of alkaloids,
primary and/or secondary amino groups, free phenolic groups, tannins, triterpenes and
steroids, quinones, anthroquinones or anthranols, catechins, flavonoids and saponins.
During the stay at the Natural Products Laboratory of the Federal University of Parana
(October 2007), quinine was isolated from the stems of Quina, having been characterized
by its Mass spectra, NMR1H, NMR13C and 1H-1H COZY.

Key words: Cinchona pubescens, Quina, quinine, phytochemical march, total

alkaloids.
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Introduccion

En los paises en vias de desarrollo la fitoterapia es una alternativa accesible,
ventajosa y natural para cualquier médico. El Per( ostenta el privilegio de poseer
condiciones climaticas y topograficas excepcionales, a tal punto que en toda su
extension territorial contamos con 84 delas 103 zonas reconocidas de vida en la tierra;
28 climas de 32 existentes en el mundo. Por ello,la importancia de realizar estudios
de nuestras plantas medicinales.

Para llevar a cabo la investigacién, los quimicos organicos de plantas
medicinales han establecido un método general que consta de dos partes:

En primer lugar, tenemos que elegir la planta que queremos estudiar, tomar la
muestra, identificar botanicamente la planta y obtener toda la informacion sobre ella en
el campo y en labiblioteca.

La segunda parte trata de la investigacién quimica de las plantas medicinales,
gue incluye el aislamiento y la identificacion por métodos espectroscépicos
(espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear), de la molécula o moléculas
presentes en mayor cantidad o aquellas de mayor actividad biol4gica.

Cuando inicié este trabajo de investigacion (junio del 2006), en la linea de
Quimica Organica de Productos Naturales, sobre el estudio quimico de alcaloides
presentes en los tallos de la Quina (Cinchona pubescens), constituy6 para mi el repaso
de los cuatro cursos basicos semestrales de Quimica Organica, asi como de los cursos
de Proyecto de Tesis I, CQ 561 y Proyecto de Tesis Il CQ 562, y del curso electivo
Quimica de los Productos Naturales CQ 046, este conjunto de conocimientos me
permitié aprender (i) qué compuestos estan presentes,

(ii) porcentaje de alcaloide presente y (iii) cuales son los principales alcaloides
en los tallos de la Quina.

En este trabajo de tesis se incluyo las siguientes actividades:

Trabajo experimental en el laboratorio quimico, realizado en el laboratorio de

Investigacién de Quimica de Productos Naturales (C3-175), ubicado en el Laboratorio

XV



de Quimica Inorgénica N°12 (pabell6n C) de la Facultad de Ingenieria Quimica y Textil
de la Universidad Nacional de Ingenieria, que comprendié la molienda de los tallos de
la Quina (Cinchona pubescens), andlisis cualitativo (marcha fitoquimica), analisis
cuantitativo (determinacion potenciométrica) y la obtencion del extracto bruto de
alcaloides, EBA.

La purificacién de EBA y la obtencion del alcaloide Quinina, y su identificacion
mediante el andlisis de los espectros de Masas y de Resonancia Magnética Nuclear
(RMNH, RMNEC, H-'H COSY), se realizé durante mi estadia en el laboratorio de
Productos Naturales de la Universidad Federal de Parané situada en Curitiba (Brasil)
en el mes de octubre del 2007, bajo la direccion del Dr. Bras H. de Oliveira.

Analisis de la informacion bibliografica relativa a los estudios quimicos de los
tallos de laQuina (C. pubescens) y de la quinina.

Los resultados de este trabajo fueron presentados en el Congreso
Iberoamericano de Quimica, XXIV Congreso Peruano de Quimica (Cusco, Octubre —
2008); publicados en la revista de la Sociedad Quimica del Perl (Loayza, K. et al.,
2009) y se present6 en el Encuentro Cientifico Internacional 2010 (Pera, Enero — 2010).

La redaccion de esta tesis se inici6 en los meses de abril a junio del 2009
concluyendo la parte experimental y gran parte de la introducciéon tedrica.
Lamentablemente, diversos acontecimientos familiares hicieron que interrumpiera este
trabajo de redaccién (noviembre del 2010).

El requerimiento actual de contar con la colegiatura como Quimico me dio la
decision y dedicacién de tiempo para concluir por fin la redaccion de esta tesis y su
presentacion respectivamente a la Facultad de Ciencias — UNI.

Es por esa razén que al retomar la redaccion de esta tesis tuvimos que realizar
el estudio bibliografico de las publicaciones realizadas desde el afio 2009, trabajos que

han sido considerados en esta tesis.
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Capitulo I. Parte introductoria del trabajo

1.1 Objetivos del Estudio

1.1.1 Objetivo general

1.1.2

El objetivo principal de esta tesis es aislar e identificar el alcaloide principal
de los tallos de la Quina (C. pubescens).

El aislamiento implica las etapas de extraccion por solventes, separacion y
purificacion. Por lo tanto, se describiran los diversos métodos de extraccion de
alcaloides publicados en las referencias, las pruebas cualitativas para detectar los
alcaloides, la aplicacién de la cromatografiaen capa fina como método inicial de la
identificacion y la purificacibn mediante la cromatografia en columna y capa
delgada centrifugada. También, describiremos el uso de la espectrometria de
Masas y de Resonancia Magnética Nuclear, de Hidrégeno-RMN*H, de Carbono-
RMN®C y H- H COSY, en la identificacion de la estructura molecular.

Las diversas etapas de la metodologia de trabajo del estudio quimico de
alcaloidespresentes en una planta, es analogo para el estudio de cualquier clase
de compuestos organicos (metabolito secundario) contenido en un producto
natural.

Objetivos especificos

El aislamiento e identificacién (espectroscopica) de la quinina, principal alcaloide
presente en los tallos de la Quina (Cinchona pubescens),

El andlisis cualitativo (marcha fitoquimica) de los metabolitos secundarios
presentes enlos tallos de la Quina, y

La determinacion cuantitativa del total de alcaloides contenidos en los tallos de

dichaplanta.



1.2 Antecedentes de Investigacion
Estudios Quimicos Precedentes Relativos A Los Tallos De La “Quina”
(Cinchona Pubescens).

La Quina o Cascarilla, comprende varias especies del género Cinchona,
entre ellas C. officinalis (0 C. ledgeriana, Cinchona amarillo), C. calisaya, C.
pubescens (o C. succirubra, Cinchona roja). Se han aislado alrededor de 25
alcaloides en diversas especies de Cinchonas, siendo los més importantes la
quinina y su estereoisomero quinidina. La quinina se usa contra la malaria, y en los
ultimos afios ha recibido un renovado interés debido a que es el Unico compuesto
antimalarico que no ha reportado resistencia del parasito Plasmodium falciparum y
por ello, se utiliza para combatir la malaria resistente al medicamento de sintesis
de cloroquina. Ademas de su aplicacién en estereoquimica y sintesis asimétrica.
(Kacprzak - 2013, Alonso - 2004).

1.2.1 Composicion Quimica de los tallos de Cinchona
a) Andlisis cualitativo (marcha fitoquimica)

El andlisis fitoquimico se refiere a la determinacion cualitativa de los
metabolitossecundarios o productos naturales * presentes en plantas o cualquier
organismo vivo, basado en la extraccién con solventes apropiados y en el uso de
pruebas de coloracion y precipitacion.

En las referencias revisadas no se ha encontrado ningun trabajo de analisis
cualitativo de los tallos o corteza de la Cinchona pubescens. Sin embargo, diversos
autores reportan el aislamiento de diversos constituyentes quimicos (productos
naturales) diferentes a los alcaloides.

Asi Raffauf, R. et al. - 1978, reportan el aislamiento del &cido quindvico y de

su glucésido 3-ramnosido de los tallos de C. pubescens (colectado en Bogota,

1 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. Por ejemplo, los alcaloides, taninos, quinonas, triterpenos y

esteroides, leucoantocianidinas, catequinas, flavonoides, saponinas, etc.



Colombia), mientras que Noriega et al. — 2015 reporta compuestos fendlicos y
flavonoides (apigenina, quercetina, catechina y kaemfenol) en la corteza de C.
pubescens Vahl (colectada en Pichincha, Ecuador).

b) Principales alcaloides presentes en los tallos y corteza de la Quina

(Cinchonasp.)

Para propdésitos comerciales, las tres principales especies de Cinchona son:
C. pubescens Vahl (0 C. Succirubra Pav. ex Klotsch, Cinchona roja), C. Officinalis
(6 C. ledgeriana Moens ex Trimen, Cinchona amarilla), y C. Calisaya Wedd, en
razén del alto contenido de alcaloides en la corteza (Kacprzak, K. — 2013, 609).

El analisis de las diferentes especies de Cinchona (de sus cortezas)
muestra que la quinina 1 es el alcaloide mas abundante, siendo el 50-90% del total
de alcaloides, los otros tres alcaloides son la cinconina 2, la quinidina 3 y la
cinconidina 4. La estructura de estos 4 alcaloides de la Cinchona se presenta en la
Figura 1, en la cual se incluye la estructura basica de la quinolina. Ademas de estos
4 alcaloides se han aislado de las cortezas de Quina una veintena de alcaloides de

estructuras quimicas relacionadas (Kacprzak, K. — 2013, 611).
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Figura 1. Principales alcaloides presentes en los tallos y corteza de la Quina



1.2.2

Andlisis Cuantitativo de alcaloides en las cortezas (tallos) de C. pubescens

En la bibliografia hemos encontrado dos reportes relativos al analisis

cuantitativo del total de alcaloides presentes en las cortezas (tallos) de C.

pubescens.

Hoet, P. et al. — 1980 reportan porcentajes muy bajos para el contenido de
alcaloides totales en las cortezas de C. pubescens provenientes de los
distritos de Echarate (La Convencion — Cusco) y la Coipa (San Ignacio —
Cajamarca): 0.02 y 0.08%, respectivamente, aplicando el Método de
Bruselas 1949: La muestra molida se basifica con una solucién de CaO +
NaOH; luego se extrae en Soxhlet con benceno, hasta test de Mayer
negativo. Se concentra hasta 20 mL de extractos y se agrega HCl(ac). Se
completa la eliminacion del benceno residual, se filtra, se lava y la disolucion

acida se titula con NaOH(ac).

Mesa, M. et al. — 2013 reportan la cuantificacion de quinina en extractos de
tallos de C. pubescens, colectada en la ciudad de Medellin (Colombia):

1,49%.

Aislamiento de la quinina de los tallos de C. pubescens

El aislamiento de alcaloides del material vegetal por lo general se lleva a

cabo por “extraccién en acidos” o con “solventes organicos” (en medio basico)

siendo la “extraccion por solvente” el procedimiento mas comun e involucra las

siguientes etapas: (Reyna, V. — 2013)

Extraccion solido - liquido del material vegetal
Obtencién del Extracto Bruto Orgéanico - EBO
Separacion liquido - liquido del EBO

Obtencion del extracto Bruto del Alcaloide — EBA



iii. Purificacion del EBA
Obtencidn del alcaloide puro
A continuacion, presentamos dos trabajos que siguen esta metodologia de

extracciéncon solventes organicos: Mesa, A. et al. — 2013 y Staba, E. et al. — 1981.

Procedimiento de Mesa A, et al. — 2013.
“Cuantificaciéon de quinina en extractos de Cinchona pubescens y evaluacién de la

actividad antiplasmodial y citotoxica”

Muestra utilizada

i Muestra: Tallos de C. pubescens colectada en Medellin (Antioquia,

Colombia).

Extraccion sélida — liquido (Obtencién del Extracto Bruto Organico, EBO)

i El material vegetal se llevo a un proceso de percolacion hasta agotamiento
utilizando etanol destilado como solvente, luego se somete a una extraccion
acida.

Separacion liquido - liquido (Obteniéndose el Extracto de Alcaloides Totales,

EBA)

i El extracto &cido se basifica a pH = 9 y extraccidén con diclorometano.

Purificacidn e identificacion de la quinina

. Se realiza cromatografia en columna flash con fase estacionaria Silica Gel,
iniciando con 100 % de hexano y luego con gradientes hexano: acetato de
etilo (90:10) hasta un 100% del acetato de etilo (se obtuvo 12 fracciones),
de la fraccion 8 se obtuvo 80 mg de compuesto puro aislado de la planta de

C. pubescens.



b)

V. Se identifico por técnicas espectroscopicas: espectroscopia IR, resonancia
magnética nuclear, se utilizé un espectrofotometro Bruker 300 NHz para
RMN1H y 75 MHz para RMN13C usando CDCI3 como solvente.

Procedimiento de Staba, E. et al. — 1981.

“Quinine and Quinidine Production by Cinchona Leaf, Root and Unorganized

Cultures”.

Muestra utilizada

L Muestra: Corteza de Cinchona

Extraccion solida — liquido (Obtencién del Extracto Bruto Organico, EBO)

il La muestra se trata con &cido tricloroacético al 50% en metanol por 10
minuto seguidamente se afiade un NH,OH 15 N.

i Se extrae con benceno en un equipo Soxhlet por 24 horas.

Separacion liquido - liquido (Obteniéndose el Extracto de Alcaloides Totales,

EBA)

V. La solucion organica se extrae con HCI 2N, se alcaliniza NH4OH 15 N a pH=
12.

V. La fase alcalina se extrae con cloroformo CHCls.

Purificacién e identificacion de la quinina

Wi Purificacibn mediante cromatografia en placa delgada, en Si gel GF (250
pm) usando como eluente (CHCIs: MeOH: NH4OH, 24:6:0,05), obteniéndose
alcaloides puros.

Vi Identificacién: mediante ultravioleta (UV) y espectrometria de masas.

=

Adicionalmente, cabe mencionar que en la bibliografia se presenta el
aislamiento de la quinina a partir de las hojas de Cinchona y corteza de

Quina: Kenne, A. et al. — 1983 y Rojahn, C. — 1946.



1.2.3

a)

b)

124

Identificacion clasica de la quinina.
Comportamiento cromatogréafico de la quinina
I Cromatografia en capa fina— CCF: Staba, E. et al. -1981
Adsorbente: Placa Sigel GF (250 um) (Analtech, Newak, DE)
Eluente: Cloroformo - Metanol - Amoniaco 15 N (24:6:0,05)
Revelador: reactivo de Dragendorff modificado
Rf: 0.40 (quinina) / 0,42 (quinidina) / Cinconina (0,32), etc.
(Color naranja intenso)
. Cromatografia en capa fina — CCF: Suszko, A. et al. — 1964
Adsorbente: Kieselgel G for CCF. Merck N° 7731
Eluente: Cloroformo - metanol - dietilamina (80:20:1)
Revelador: Reactivo de Dragendorff modificado por Munier y Macheboeuf.
Rf: 0,45 - 0,47 (Quinina) / 0,46 - 0,48 (Quinidina) / 0,38 — 0,40 (Cinconina),
etc.

(Color naranja)

Punto de Fusion

Cristales, 177 °C (algo se descompone). Recristalizado con alcohol absoluto
(The Merck Index -1996).
Identificacion espectroscopica de la quinina

En la seccion |.B.6 (ldentificacion espectroscédpica de compuestos
orgéanicos, P4g. 43) se presentaran los aspectos generales y la importancia en la
determinacion de la estructura molecular de las principales técnicas en la
determinacion de la estructura molecular: La espectrofotometria de masas, la
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMNH) y de Carbono (RMN*3C),
COSY y HECTOR, asi como la espectroscopia de Infrarrojo (IR) y de Ultravioleta

(UV).



Espectro de Masas de la quinina.

i. Kudlacek, K., et al. — 2017

Proporciona el espectro de masas y los principales fragmentos, asimismo
las intensidades relativas de la quinina (ver Figura 2) empelando un cromatégrafo
de liquidos UHPLC Nexera XR (Shimadzu, Japdén) con un detector de matriz de
diodos interno, seguido por un espectrometro de masas compacto QTOF Bruker
(Bruker, Alemania) con ionizacién ESI: 325 (ion molecular, M* + 1); 307,180;

253,134; 198, 091 y 160 (pico base es 325).
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Figura 2. Espectro de masas (ESI-MS2) de la quinina (Kudlacek, K., et al. — 2017)

. National Institute of Standards and Technology (NIST) Mass
Spectrometry Data Center — 2014
Utilizando https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C130950&Mask=200
se obtuvo el espectro de masas de la quinina proporcionada por el NIST Chemistry
WebBook (ver Figura 3),en el cual se pueden observar los valores de los iones y

su intensidad relativa.
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Figura 3. Espectro de masas (El) de la quinina (NIST Chemistry WebBook - 2014)

iii. Mills, T., et al. — 2006

En la bibliografia encontramos la serie de libros de referencia ‘Instrumental
Data for Drug Analysis’, en este libro se presenta el espectro de masas de la quinina

(ver Figura 4) donde se observan los principales picos y sus intensidades relativas.

QUININE

7 147 172

O\ s N fue

0 ] 100 0 140 180

Figura 4. Espectro de Masas de la quinina (Data for Drug Analysis, 3d Eq. 2006).

iv. Damien, R. et al. — 2006

Proporciona el espectro de masas de la quinina con sus fragmentos

caracteristicos, los andlisis se realizaron en un HP5973espectrometro de masas
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con cromatégrafo de gases de la serie HP6890 (Agilent Technologies, Atlanta, GA,

EE. UU.) (Ver Figura 5).

sy aride res
i
L LR 1
LR
000000 quinine
UL
S
L LR
SN
LLELRL l
J_ Skt |V (P e B0 6 | amag wr g s mmaed ) 0% sman

i 10 e .0 | L (| i £000

Figura 5. Espectro ae Masas de la quinina (Damien, R. et al. — 2006)
V. Ruiz, L. et al. — 2005

Proporcionan los valores de los principales iones (y su abundancia relativa)
del espectro de masas de la quinina, utilizando un cromatograma de masas Fisons
Instruments EA 1108 CHN: EIMS m/z [M+] 324 (1%), 309 (1%), 296 (1%), 233 (1%),
205 (6%), 189(5%), 137 (10%), 136 (100%), 91 (78%), 81(7%).
Vi. Verpoorte, R. et al. - 1989

Proporciona los valores de los principales iones (y su abundancia relativa)
del espectro de de masas de la quinina: 136(100%), 137(13%), 81(5%), 189(5%),
79(4%), 95(3%), 82 (3%), 117(3%), 158 (2%), 172 (2%).
Vil. Fujiwara, H., et al -1987

Proporciona el espectro de masas de la quinina y su abundancia relativa,
por ionizacion electrénica (ver Figura 6) no indica el modelo del equipo; los valores
de los principales iones (y su abundancia relativa) del espectro de masas de la
quinina: 324 (ion molecular), 136(100%), 81(20 %), 189(10%), 95(10%), 81 (20%),

117(10%).
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Figura 6. Espectro de Masas de la quinina (EI) (Fujiwara, H., et al -1987)

viii. Furner, R. et al. — 1981
Proporciona los espectros de masas de quinina y quinidina, y los principales
fragmentos y su intensidad relativa Los andlisis se realizaron en un espectrémetro

de masas con cromatégrafo de gases modelo HP5985A (ver Figura 7).
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Figura 7. Espectro de Masas de la quinina (El) (Furner, R. et al. — 1981)
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IX. Comparacion de Espectros de Masas

Podemos notar que el pico base en las referencias bibliograficas m/z = 136
(100%), a excepcién del publicado por Kudlacek, K., et al. — 2017 que indica m/z =
160 (100 %), el cual es cercano a lo obtenido en nuestro trabajo 172,1 (100%),
podemos observar segun bibliografia revisada que estas diferencias son debido a
que los equipos utilizados son de diferentes modelo, pero se puede notar el que el
ion molecular si coincide. La fragmentacién depende de la energia del haz de
electrones con el cual se bombardea una sustancia y esto varia dependiendo el
equipo utilizado.
X. Ecuaciones de fragmentacién de los principales picos

Presentaremos las ecuaciones de fragmentacion de los principales picos
del espectro de masas de la quinina, a saber: m/z 325 (ion molecular; M+ +1); 307;

160.

13
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m/z 307: (M*-H,,0)

m/'z 306 18 g/mol

\

CH3

miz 159 166 g/mol

Figura 8. Ecuaciones de fragmentacion de los principales picos del espectro de masas
de la quinina

b) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno, RMN*H

iv, V) y del acetato de quinina (i).
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Para la interpretacion de los espectros RMN!H que presentaremos en esta tesis se

tendra la siguiente notacion (Verpoorte, R. et al. - 1989):

Figura 9. Numeracion de la estructura de la Quinina para los &tomos de hidrégeno

i. Arana, G., et al. -2011: Acetato de Quinina

Reporta los valores de los desplazamientos quimicos (8, ppm) del espectro

RMN!H (CDs;OD, 500 MHz) del acetato de quinina (P. fusién = 198-200 °C) en
CDCl; como solvente, sin proporcionar el espectro RMNH correspondiente, y sin

indicar el tipo de espectrémetro utilizado:

5 (ppm) = 8,85 (d, H-2'); 7,57 (d, H-3"); 7,13 (d, H-5"); 7,27(d, H-7'); 7,88 (d,
H-8"; 3,36 (t, H-8); 5,83 (s, H-9); 5,53 (M, H-10); 4,98 (d, H-11A); 4,94 (d, H-11B);
3,27 (d, H-2 trans); 3,11 (d, H-2 cis); 2,57 (brs, H-3); 1,19 (m, H-4); 2,02 (m, H-5
endo); 1,74 (m, H-5 exo); 4,16 (m, H-6 endo); 3,00 (m, H-6 ex0); 1,19 (m, H-7 endo);

1,22 (m, H-7 ex0); 1,96(s, OAC).
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i, Mills, T., et al. — 2006: Quinina
Proporciona el espectro RMN'H para la quinina obtenido en

Espectrémetro FTNMR (ver Figura 10).
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Figura 10. Espectro RMN*H de la Quinina (Mills, T., et al., - 2006)

iii.  Ruiz, L., etal., -2005: Quinina

un

Proporcionan los valores de los desplazamientos quimicos (d, ppm) de los

hidrégenos de la quinina, obtenidos en un espectrometro Bruker AMX2 500 MHz

usando como solvente CDCls, sin proporcionar el espectro de Resonancia

Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN!H) correspondiente:

5 (ppm) = 8,62 (d, H-2); 7,45 (s, H-5'); 7, 90 (d, H-8'); 7,31 (d, H-7"); 7,70 (d,

H-3');

5,60 (d, H-10); 6,40 (s, H-9); 5,10 (d, H-11a); 4,97 (d, H-11b); 4,10 (m, H-

6endo); 4,03 (s, OCH3); 3.32 (d, H-2trans); 3,31 (m, H-8), 3.10 (m, H-2cis y H-

6exo); 2,47 (m, H-3); 2,11 (m, H-5endo); 2,05 (s, H-4); 1,82 (m, H-5ex0); 1,34 y

0.79 (m, H-7endo y H-7exo, respectivamente).
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iv. Uccello, G, et al. —1992: Quinina
Proporciona el espectro RMN*H (300 MHz) de la quinina en CDCls, obtenido en un

Espectrémetro Varian VXR-300, como se muestra en Figura 11.
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Figura 11. Espectro RMN!H (300MHz) en CDCl; de la Quinina (Uccello, G., et al.-

1992).

V. Verpoorte, R., et al. -1989: Quinina

Proporciona los valores de los desplazamientos quimicos (6, ppm) de los
hidrégenos de la quinina en CDCls, sin proporcionar el espectro RMNH
correspondiente, y sin indicar el tipo de espectrometro utilizado:

o (ppm) = 4,92 (d, H-11); 4,97 (d,H-11); 2,67 (m,H-2); 1,58 (m,H-7); 1,71
(m,H-7); 3,15 (m,H-8); 7,24 (d,H-5' ); 3,91 (s,0-CH3); 7,33 (m,H-7"); 7,97 (d,H-
8"); 5,76 (m,H-10); 2,27 (m,H-3); 3,08 (m,H-2); 1,81 (m,H-4); 1,49 (m,H-5); 1,68

(m,H-5); 2,65 (m,H-6); 3,39 (m,H-6); 5,49 (d,H-9); 7,49 (d,H-3"); 8,64 (d,H-2".
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Comparacién de espectros RMNH

En la Tabla 1 se resumen estos resultados y, ademas, se incluyen los
valores que obtuvimos en el espectro de RMN*H (400 MHz) de la quinina que se
aislo de las cortezas (tallos) de la Quina C. pubescens, en CDCI3 (los cuales se
presentan en la Sec. Il. H. 2, Pag. 77), observando la correspondencia que hay
entre los valores hallados.

Tabla 1. Desplazamientos quimicos (6, ppm) de los 4tomos de hidrogeno en el

espectro de RMN*H de la Quinina en CDCls y derivado (Acetato de quinina).

Quinina Acetato de
Quinina
Numeracion del Tesis Mills, Ruiz, Uccello, Verpoorte,
Atomo e Loayza, T, L., G.,etal. R, et al. Arana, G, et
Hidrogeno K., et al. etal (1992) (1988) al. (2011)
(2021) (2006)  (2005)
CDCls CDCls CDClz CDCls CDCl3 CDCls
H-7eq 1,52 1,50 0,79 1.435 1,58 1.19
H-5eq 1,54 1,52 1,82 1.439 1,49 2,02
H-5ax 1,71 1,70 2,11 1.711 1,68 1,74
H-4 1,84 1,78 2,05 1.752 1,81 1,19
H-7ax 1,86 1,82 1,34 1.715 1,71 1,22
H-3 2,70 2,60 2,47 2.214 2,27 2,57
H-2eq 2,73 2,62 3,10 2.591 2,67 3,11
H-6eq 2,75 2,69 3,10 2.582 2,65 3,00
H-2ax 3,12 3,01 3,32 3.011 3,08 3,27
H-8 3,15 3,08 3,31 3.025 3,15 3,36
H-6ax 3,17 3,12 4,10 3.467 3,39 4,16
O-CH3 3,85 3,87 4,03 3.848 3,91 -
H-11lgem 4,95 4,90 4,97 4373 4,92 4,98
H-11gem 4,97 4,96 5,10 4.418 4,97 4,94
H-9 5,69 5,50 6,40 5.491 5,49 5,83
H-10 5,70 5,68 5,60 5.685 5,76 5,53
H-5' 7,19 7,22 7,45 7.209 7,24 7,13
H-7’ 7,28 7,26 7,31 7.229 7,33 7,27
H-3’ 7,52 7,44 7,70 7.431 7,49 7,57
H-8 7,94 7,87 7,90 7.837 7,97 7,88
H-2’ 8,66 8,66 8,62 8.385 8,64 8,85

18



c) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono, RMN3C

En la bibliografia se presentan los espectros de RMN*C de la quinina.
Para la interpretacion de los espectros RMN'H que presentaremos en esta

tesis se tendra la notacién de la Figura 12.

Figura 12. Numeracion de la estructura de la Quinina para los atomos de Carbono.

i. Casabianca, L., et al. — 2004°: Quinina

Proporciona los desplazamientos quimicos del espectro RMN3C (125.684
MHz)de la quinina en CH3;0D, obtenidos en espectrofotdémetro VARIAN-VNMR:

0 (ppm) = C-2: 148,03; C-3: 120,48; C-4: 147,11; C-5: 102,12; C-6"

160,23; C-7:123,87; C-8: 131,51; C-9: 127,42; C-10: 144,62.

i Arana, G., et al. — 20112: Quinina
Proporciona los desplazamientos quimicos del espectro RMN**C (100 MHz)

de laquinina en CDClIs, sin indicar el espectrofotometro utilizado:
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0 (ppm) = C-2’: 147,2; C-3": 118,5; C-4’: 145,9; C-5": 100,5; C-6"; 158,2;
C-7:122,0; C-8: 131,3; C-9: 125,9; C-10: 143,9; C-2: 55,5; C-3: 38,3; C-4: 27,3;

C-5: 25,7; C-6: 43,4; C-7: 19,3; C-8: 59,8; C-9: 68,2; C-10: 139,2; C-11: 115,1..

ii. Verpoorte, R., et al. — 1989°%: Quinina

Proporciona los desplazamientos quimicos del espectro RMN*C de la
quinina en CDClj, sin indicar el espectrofotometro utilizado:

O (ppm) = C-2: 147,0; C-3’: 121,1; C-4’: 148,3; C-5’: 101,4; C-6: 157,4; C-
7:118,3;

C8: 130,9; C-9: 126,4; C-10": 143,7; C-2: 56,9; C-3: 39,8; C-4: 27,7; C-5:

27,5, C-6:43,0; C-7: 21,4; C-8:59,8; C-9: 71,5; C-10: 141,7; C-11: 114,1.

iv. Moreland, Ch., et al. — 1974%%: Quinina
Proporciona los desplazamientos quimicos del espectro RMN*C (24,92
MHz) de la quinina en CDCls, obtenido en un espectrémetro de JEOL JNM PS- 100:
O (ppm) = C-2: 147,01; C-3: 121,09; C-4: 148,33; C-5: 101,40; C-
6:157,44; C-7:118,39; C-8: 130,89; C-9: 126,43; C-10": 143,67; C-2: 56,86; C-
3:39,62; C-4: 27,71, C-5: 27,46; C-6: 43,00; C-7: 21,44; C-8: 59,85; C-9: 71,51; C-

10: 141,66; C-11: 114,08.

V. Comparaciéon de espectros RMN¥C

En la Tabla 2, se resumen los desplazamientos quimicos de todos los
carbonos de la quinina presentados anteriormente. En esta Tabla 2, hemos incluido
los valores de desplazamientos quimicos que obtuvimos en el espectro de RMN*C
de la quinina que se aislo de las cortezas (tallos) de la Quina C. pubescens, disuelto
en CDCIl; (los cuales se presentan en la Sec. Il. H. 3, Pag. 80); y se observa la

correspondencia que hay entre los valores encontrados y aquellos publicados.
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos (8, ppm) de los atomos

de carbono en el espectro de RMN*3C de la Quinina

Quinina
Numeracion Tesis Casabianca, L., Arana, Verpoorte, Moreland, Ch.,
del atomode Loayza, K., et G., et al. R, et al et
Carbono (2021) al. (2011) (1988) al.

(2004) (1974)

CDCI3 CH30D CDCI3 CDCI3 CDCls
C-2 56,6 - 55,5 56,9 56,86
C-3 39,5 - 38,3 39,8 39,62
C-4 27,7 - 27,3 27,7 27,71
C-5 27,1 - 25,7 27,5 27,46
C-6 43,3 - 43,4 43,0 43,00
C-7 21,3 - 19,3 21,4 21,44
C-8 59,9 - 59,8 59,8 59,85
C-9 71,1 - 68,2 71,5 71,51
C-10 141,1 - 139,2 1417 141,66
Cc-11 114,8 - 115,1 114,1 114,08
c-2' 146,9 148.03 147,2 147,0 147,01
c-3 121,6 120.48 118,5 121,1 121,09
c-4 147,5 147.11 145,9 148,3 148,33
C-5' 101,1 102.12 100,5 101,4 101,40
C-6' 157.8 160.23 158,2 157,4 157,44
Cc-7 118,4 123.87 122,0 118,3 118,39
c-8 131,5 131.51 131,3 130,9 130,89
c-9 126,4 127.42 125,9 126,4 126,43
c-10' 144,2 144.62 143,9 143,7 143,67
-OCH3 55,8 - - 55,4 -

d) Espectroscopia DEPT-135
En la bibliografia proporcionan informacion sobre el nUmero de atomos de
hidrogeno unidos a cada carbono. El espectro DEPT-135 contiene sefiales de sélo

grupos CH, CH2 y CHs.
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Vi. Da Fonseca, A., et al. — 2019: Quinina

Proporciona las sefales para los carbonos CH, CH, y CHs, en el
espectro 3 CDEPT135 NMR, obtenidas en un Bruker Avance DRX-500 (500 MHz)
usando CDCl;:

O (ppm) = CH: C-3: 39,76; C-4: 27,71; C-8: 59,85; C-9: 71,51; C-10: 141,66;
C-2: 147,01; C-3: 121,09; C-5: 101,40; C-7:118,30; C-8: 130,89. CH,: C-

2:56,86;C-5: 27,46; C-6: 43,00; C-7: 21,44; C-11: 114,08. CH3: MeO: 55,44.

Vil. Comparacion de espectros DEPT-135

En la Tabla 3, se resumen las sefiales obtenidas en espectro DEPT-135 de
la quinina que se aislé de las cortezas (tallos) de la Quina C. pubescens, disuelto
en CDCI; y se observa la correspondencia que hay entre los valores encontrados
en labibliografia.
Tabla 3. Desplazamientos quimicos (6, ppm) de los atomos de carbono de los

grupos CH, CH, y CHs.

Numeraciéndel Tesis Loayza, Marqués, A., et al.
atomode Carbono K., (2021) (2019)
CDCl3
CH
C-3 39,5 39,76
C-4 27,7 27,71
C-8 59,9 59,85
C-9 71,1 71,51
C-10 1411 141,66
c-2' 146,9 147,01
C-3 121.6 121,09
C-5' 101,21 101,40
C-7 118,4 118,30
C-8' 1315 130,89
CH2
C-2 56,6 56,86
C-5 27,1 27,46
C-6 43,3 43,00
C-7 21,3 21,44
C-11 114,8 114,08
CHs

O-CHs 55,8 55,44
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Espectroscopia de Correlacién Homonuclear, COSY
En la bibliografia se presentan los espectros de COSY de la quinina. Para
la interpretacidn que presentaremos en esta tesis se tendra la notacién de la Figura

13.

i Lin, L., et al. = 2016: Quinina
Proporciona el espectro COSY (500 MHz) de la quinina en DMSO-d6;

obtenidoen espectrofotometro Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA:
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Figura 13. Espectro 1H 1D and 2D COSY (500MHz) en CDCI; de la Quinina (Lin,
L., et al.-2016).
ii. Uccello, G., et al. —1992: Quinina
Proporciona el espectro DQF-COSY (300 MHz) de la quinina en CDCls,

obtenido en un Espectrometro Varian VXR-300, como se muestra en Figura 14.
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Figura 14. Espectro DQF-COSY (300MHz) en CDCI; de Quinina (Uccello, G., et al. 1992).
iii. Comparacion de espectros COSY
Lin, L., et al. (2016) muestra partes de espectros COSY 1D 1H y 2D
convencionales de quinina. Se puede observar en el espectro COSY que
resonancias dentro de la region aromatica de la quinina (1.0-3.5 ppm) estan
asociados con acoplamientos escalares complejos.
En la Tabla 4, se muestran las correlaciones existentes entre los protones
de la quinina tomados del espectro COSY, asi como las constantes de

acoplamiento halladas:
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Tabla 4. Correlacién COSY (500 MHz) y constante de acoplamiento (Hz) para

la quinina en CDCl3

Quinina

Atomos Tesis Loayza, K., (2021) Uccello, G., et al. (1992)

deH

5 (ppm)

H-7eq 152 H-6ax (3,17); H-4 (1,84); H-7ax 1,58 H-6ax (3,39); H-4 (1,81); H-7ax (1,71)
(1,86)

H-6eq 2,75 H-5eq (1,54); H-8(3,15); H-5ax 2,65 H-5eq (1,49); H-8 (3,15); H-5ax (1,68)
(1,71)

H-6ax 1,71 H-5eq (2,75); H-5ax (3,17) 3,39 H-5eq (1,49); H-5ax (1,68)

H-4 1,84 H-3(2,70) 1,81 H-3(2,27)

H-7ax 1,86 H-8(3, 15) 1,71 H-8(3, 15)

H-8 3,15 H-9 (5, 69); H-11 gem (4,95-4,97) 3,15 H-9 (5, 49); H-gem (4,92-4,97)

OCH3 3,85 H-5(7,19) 391 H-5(7,24)

H- 4,95 H-10 (5, 70) 4,92 H-10 (5, 76)

1lgem

H-9 569 H-3 (7,52) 549 H-3(7,33)

H-7' 7,28 H-8(7,94) 7,33 H-8(7,97)

f) Espectroscopia de Ultravioleta, UV

En la bibliografia se presentan los espectros diferentes de UV de la quinina.

A continuacion, se describen los espectros correspondientes:

Zidan, M., et al. — 2016: Quinina

Proporcionan el espectro UV de la quinina (QUININ) en etanol obtenido en

un espectrofotometro UV-vis1601 PC Shimadzu. En este espectro se observa tres

picos de absorcion maximos centrados en 246, 282 y 335 nm tal como se muestra

en la Figura 15.
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Figura 15. Espectro UV de la quinina (Zidan, M., et al. — 2016)
il Frosch, T., et al. — 2007: Quinina
Proporcionan el espectro UV de quinina obtenido en un espectrofotometro

Perkin-Elmer Lambda 16. En este espectro se deduce gue el maximo de absorcion

es 244 nm (Figura 16).
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Figura 16. Espectro UV de la quinina (Frosch, T., et al. — 2007)
iii. Mills, T., et al. — 2006: Quinina
Proporcionan el espectro de UV de la quinina (ver Figura 17) no indica el
tipo de espectrofotometro. A partir del espectro se deduce que el maximo de

absorcidon es: Amax= 258, 317 nm
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Figura 17. Espectro UV de la Quinina (Mills, T., et al., 2006)
iv. Comparacion de los espectros UV
En la Tabla 5, se resume la absorcion maxima de quinina reportado en la
literatura. En esta Tabla 5 se incluye también la absorcion méaxima que obtuvimos
en el espectro UV de la quinina que se aisl6 de las cortezas (tallos) de la Quina C.
pubescens, y se puede observar que existe la correspondencia entre los valores
encontrados en la literatura.

Tabla 5. Maximos y minimos de absorcion para la quinina

Maximo y minimos de absorcion (Amax)(nm)

Tesis Loayza ) Frosch, T., etal. )

Zidan, M., et al.(2016) Mills, T., et al. (2006
(2021) (2007)
254 246 244 258

Biosintesis de la Quinina
Biogenéticamente, los alcaloides de cinchona son alcaloides de indol -
terpenoides sintetizados a partir de triptéfano (anillo de quinolina) y geraniol (resto

de quinuclidina).
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El intermedio clave en la biosintesis del alcaloide Cinchona es 3 a-(S)-
estrictosidina (precursor general de alcaloides indol) que se forma en la reaccién
de Pictet-Spengler de triptamina y secologanina (Kacprzak, K., -2013).

En las hojas de C. ledgeriana, se han encontrado alcaloides indol. La
presencia de estos alcaloides indol es un recordatorio del hecho de que los
alcaloides de quinolina se forman a través de la via de biosintesis del alcaloide
indol. No se han encontrado alcaloides indol en la raizo la corteza del tallo. La ruta
de biosintesis de se presenta la quinolina y de los alcaloides indolen la Figura 18.

(Mulder, Th., el al. — 1982)
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Figura 18. La ruta de la biosintesis de la quinina (Mulder, Th., et al., 1982).
1.2.6 Sintesis dela quinina
Los alcaloides han sido de interés de los quimicos orgénicos desde finales
del siglo XIX, se han obtenido e identificado cientos de ellos. Al mismo tiempo, la
sintesis de estas moléculasse llevo a cabo en un intento de imitar en el laboratorio

el complejo proceso de biosintesis que se lleva a cabo en la naturaleza para
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producir alcaloides, con el fin de obtener mas de estos importantes compuestos
gue directamente de las plantas. (Baldera, P., 2014)

En 1918, P. Rabe y K. Kindler reportaron los tres pasos de conversion de
d-quinotoxina en quinina. En 1944, Robert B. Woodward y William von Eggers
Doering reportaron la sintesis total de homomeroquinina y d-quinotoxina de 7-
hidroxiisoquinolina. En 1944 — 1945, basado en las transformaciones de Rabe y
Kindler, Woodward y Doering confirmaron la sintesis total de quinina (ver Figura
19). En 2000 y 2001, Gilbert Stork logra la primera sintesis estereoespecifica.

(Seeman, J., -2007).
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Figura 19. Woodward-Doering/Rabe-Kindler Sintesis total de Quinina (Seeman, J., -

2007)
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2.1

211

Capitulo Il. Marco teorico y conceptual

Marco Teorico

Andlisis cualitativo (marcha fitoquimica)

Se han revisado tres procedimientos citados en la literatura:

a) Reyna (1999-b), basado en Rondina & Coussio (1969) (Anexo 1).

b) Miranda (2002) (Anexo 2)

c) Villacrés (1995) (Anexo 3)

Reyna — 1999 basado en el fraccionamiento de extractos metandlicos de
muestras vegetales ensayadas en diferentes solventes e identificacion del tipo de
principios activos presentes en cada uno de ellos mediante reacciones de
coloracion y/o precipitacion.

Miranda - 2002 siguié un procedimiento completamente diferente con el
mismo resultado. Este procedimiento tiene dos desventajas: a) la utilizacién del éter
etilico, que es un solvente muy volatil y caro, debe manipularse con mucho cuidado
debido a la posible presencia de perdxidos organicos, y b) el uso de una gran
cantidad de muestra y de solvente, ya que los extractos se obtienen por

percolacion?.

Villacrés — 1995 se basa en procesos especificos para la determinacién de

metabolitos secundarios.

En esta tesis se realizaron los tres procedimientos Reyna -1999, Miranda-

2002 y Villacres-1995 (Anexo 1,2 y 3).

2 Percolacion. - Procedimiento mediante el cual se hace pasar el solvente a través de la

muestra empacadaen un recipiente adecuado, por accion de la gravedad.
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2.1.2

2.1.3

Test de alcaloides
Para la determinacién cualitativa de los alcaloides presentes en plantas o

en sus extractos se usan diversas pruebas (reacciones de precipitacion vy

coloracién), solo alguna de estas pruebas se les considera como generales y otros
especificos. Solo fueron dos elegidas: Mayer y Dragendorff, porque son pruebas
generales para alcaloides, en el Anexo 4 hacemos la descripcién.

Analisis Cuantitativo de alcaloides
Se revisaron dos métodos que involucran la cuantificaciéon de alcaloides

enmuestras vegetales: el método descrito en la 20" edicién de la Farmacopea de

los Estados Unidos (1980) y el método propuesto por Pelt et al. (1967).

Seguidamente, describimos ambos métodos divididos en subsecciones para una

mejor comprensién (muestra utilizada, extraccion soélido-liquido, separacion

liquido-liquido, eliminacion de bases volatiles residualesy cuantificacion de
alcaloides).

Procedimiento de la 20th ed. U.S. Pharmacopoeia-USP (1980) “Determinacion

cuantitativa de alcaloides”

Muestra utilizada

I. La muestra vegetal fue secada (a baja temperatura) y luego fue molida.

Extraccion soélido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

ii. Maceracién: Con un solvente o con una mezcla de solvente y una
alcalinizacion con amoniaco, vamos a dejar que la muestra se macere
durante un tiempo de 12 a 24 horas.

iii. Decantacion: Dejamos decantar el sélido, luego lo separamos del extracto.

iv. Percolacion: Suturamos una cantidad exacta de muestra con el solvente o
mezcla indicada dentro de un recipiente. Dejar reposar por 5 minutos y
alcalinizar con una solucibn de amoniaco NHsz (ac), mezclar bien.
Seguidamente, se debe trasvasar a un percolador cilindrico relleno de

algodon y se deja en remojo de 1 a 12 hora. Luego se deja percolar
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b)

lentamente con el solvente hasta que la muestra quede libre de alcaloides
(test de Valser).

Extraccion continda. - Colocar la muestra pesada en un dedal de extraccion
y llevar a un extractor soxhlet. Humedecer la muestra con el solvente
definido y se alcaliniza con solucién de amoniaco. Dejar macerar de 6 a 12

horas. Luego extraer por un tiempo determinado o hasta extraccion total.

Separacion liquido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

Vi.

Vii.

Del solvente organico vamos a extraer los alcaloides mediante una agitacion
con acido, seguidamente, se alcaliniza la solucién con un hidréxido alcalino,
y se extrae con un solvente inmiscible.

La solucién de alcaloides purificados se evapora con un bafio de vapor o

con corriente de aire, para obtener el EBA.

Determinacién de los alcaloides

viii.

Agregue 1 mL de alcohol neutro o éter y una cantidad medida con precision
de &cido estandarizado (una y media o dos veces el volumen que se estima
sera consumido por los alcaloides) y caliente ligeramente para asegurar la
disolucion completa de los alcaloides.

El exceso de acido se titula con una solucion alcalina estandarizada

utilizando rojo de metilo como indicador.

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

oficiales para la cuantificacion de alcaloides de Solanaceas”

Muestra utilizada

Muestra vegetal seco y pulverizado
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Extraccion solido-liquido (Obtencién del extracto Bruto Organico, EBO)

ii. Se alcaliniza la muestra con una solucién de amoniaco concentrado NHsz(ac)

15N.

iii. Se macera con una mezcla de solventes: etanol-cloroformo (1:2), etanol-

éter etilico (1:2) 6 éter etilico-cloroformo (3:1).

iv. Se extrae la muestra con éter etilico utilizando un soxhlet, verificar si la

extraccion es total mediante el test de Mayer.

V. Se evapora solventes organicos para asi obtener el EBO.

Vi. Se procede a la separacion liquido-liquido (Obtencién del Extracto Bruto de

Alcaloides, EBA).

Vii. Se disuelve el EBO con una mezcla de éter etilico-cloroformo, para extraer

lo alcaloides como sales, se procede afiadiendo una soluciéon acuosa de

acido sulfarico H.SO4(ac) 0,5 N.

viii. La solucion acida se alcaliniza con una solucion de amoniaco acuoso NHz

(pH =11 - 12), seguidamente se realiza la extraccion de los alcaloides como

bases libres con cloroformo (4 x 30 mL).

iX. Con sulfato de sodio anhidro se realiza el secado de los extractos organicos

durante un periodo de tiempo de 30 min. Luego lavar el sulfato de sodio

hidratado con cloroformo (4 x 10 mL).
X. Se evapora el solvente organico para asi obtener el EBA.
Determinacién de los alcaloides

i. Disolver el EBA con cloroformo CHCls.

ii. Se afiadi6 50 mL de solucién estandarizada de acido sulfarico H.SOua(ac)

0,02N.
iii. Se evapora el solvente organico en bafio maria.

Iv. Se filtra y se lava el filtrado.

33



V. Se afade el indicador rojo de metilo.

Vi. El exceso de acido se titula con una solucién estandarizada de hidréxido de

sodio NaOH(ac) 0,02 N.

En esta tesis hemos seguido el método de Pelt et al. (1967), ha habido

algunas modificaciones, siendo la mas importante la observacion del punto final de

la cuantificacion de alcaloides mediante titulacion potenciométrica. Seguidamente

presentamos la Tabla 6 donde realizamos un resumen comparativo entre ambos

procedimientos.

Tabla 6. Comparacion del método de determinacion cuantitativa de alcaloides

descrito por Pelt et al.-1967 y tesis k. loayza-2021

NATURALEZA DE LAS PELT ET AL. (1967)
OPERACIONES

TESIS K. LOAYZA (2009)

EXTRACCION

SEPARACION

Peso de la muestra 1049 209

Desengrase No se realiza. No se realiz6

Alcalinizacion Amoniaco concentrado Amoniaco concentrado (10mL)
(8 mL).

Solvente Alcohol 95°-cloroformo, 1:2 (30 mL) 6 Eter etilico (70mL)

Etanol-éter, 1:2 (30 mL) 6 Eter-
cloroformo, 3:1 (150 mL).

Forma de extraccién Maceracion: 12 hrs, agitacion, o una Maceracién 1 hora

combinacién de ambas.

Separacion de la solucién Extraccion con Eter etilico en Soxhlet. Extraccion con Eter etilico en Soxhlet.

extractora

Verificacion de la Reactivo de Mayer. Reactivo de Mayer.
extraccion

Purificacion y eliminacion e Evaporacion del solvente. e Evaporacion del solvente.

de pigmentos y otrase Reemplazo del solvente con lae
fracciones solubles mezcla de éter-cloroformo.
e Paso de los alcaloides a unae
solucién de acido sulftrico 0,5 N.
e Basificacion de la solucion acida e
con amoniaco acuoso y retorno de
los alcaloides libres a una mezcla e
de éter- cloroformo.

e Evaporacion del solvente.

Disolucién del soélido con éter
etilico: cloroformo (2:1)

Paso de los alcaloides a una
solucién de acido sulftrico 0,5 N.
Lavado de la solucién acida con
cloroformo.

Basificacion de la soluciéon acida
€con amoniaco acuoso y extraccion
de los alcaloides libres con

cloroformo.
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NATURALEZA DE LAS

OPERACIONES

PELT ET AL. (1967)

TESIS K. LOAYZA (2009)

Evaporacion del solvente.

ELIMINACION DE LASe

15 minutos en bafilo mariae Disolucion  del sélido en
Z BASES VOLATILES hirviente. cloroformo.
g‘): Redisolucion del residuo en e Evaporacion en el rotavapor (35°C,
EE cloroformo. 450-250 mbar).
% Evaporacion a sequedad. e Repeticion de la operacion 4
15 minutos en bafio maria hirviente veces.
Redisolucion del residuo en ¢ Redisolucion del residuo en
cloroformo. cloroformo.
Adicién de 20 mL de H2S04 0,02 N. e  Adicion de 20 mL de H2SOa(ac)
5 TITULACION  ACIDO-.  Evaporacion del cloroformo en 0,5046 N.
% BASE bafio maria. e Evaporacion del cloroformo en
"|:" Filtracion y lavado del filtrado. el rotavapor.
<Z( Titulacion del exceso de acido e Titulacion del exceso de acido
8 con NaOH 0,02 N. con NaOH 0,5097N
OBSERVACION DEL
PUNTO FINAL Rojo de metilo Titulacion Potenciométrica
2.1.4 Aislamiento de alcaloides

a)

En esta seccién se presenta tres procedimientos para el aislamiento de

alcaloides.

Procedimiento de Reyna & Torpoco (1993)

Muestra utilizada

I. Hojas de Chacruna (Psychotria viridis), seca y molida.

Extraccion soélida-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

ii. Desengrase del material vegetal con éter de petréleo (50-90 °C).

iv.

Extraccion a reflujo con etanol.

Alcalinizacién con una solucion acuosa de amoniaco NHs (ac) 5%.

V. Eliminacion del solvente por destilacién simple: se obtiene el EBO.
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b)

Separacion liguida-liquido (Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

Vi. Se disuelve el EBO con una solucion de acido sulfurico H.SOs(ac) 2,0 N.

Vil. Se lava con solvente organico (cloruro de metileno, CH»Cl.), la fase organica
se elimina.

viil.  El extracto acuoso se alcaliniza con carbonato de sodio Na,COgs(ac) y se

extrae los alcaloides libres con cloruro de metileno.

iX. Por destilacién simple concentramos para obtener el EBA.

Purificacién e Identificacion

X. El EBA se purifica por CPP® y CC* Obtencion del alcaloide N, N
Dimetiltriptamina puro.

Xi. Identificacion: Espectro de Masas y de RMNH del alcaloide.

Resultados: Aislamiento e identificacién de la N, N-Dimetiltriptamina delas hojas

de chacruna (Psychotria viridis).

Procedimiento de Hoet & Rios (1980)

Muestra utilizada

i Muestra de Datura stramonium, seca y molida

Extraccion soélido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

ii. Se alcaliniza la muestra vegetal con una solucién acuosa de amoniaco
NHs(ac).

iii. Se extrae en frio con una mezcla de solventes organicos de etanol-éter
(20:40).

iv. En un extractor soxhlet extraer con éter, hasta que el resto sélido quede de

alcaloides (test de Mayer negativo).

3 CPP: Cromatografia en Placa Prepara

4 CC: Cromatografia en Columna
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V. Se concentra el extracto organico, para la eliminacion del solvente, y asi
obtener el EBO. Se disuelve el EBO con una mezcla organica de éter-
cloroformo.

Separacion liguido-liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

Vi. Se disuelve el EBO con una mezcla organica de éter-cloroformo.
vii.  Se extrae con acido sulfurico H.SO4(ac) 0,5 N (4x50 mL).
viii.  Se alcaliniza la parte acuosa acida (hasta pH 11) con una solucién acuosa

de amoniaco NHsz(ac).

IX. Los alcaloides libres son extraidos con solvente organico. Se elimina la fase
acuosa.
X. Se juntan todas las fases organicas, seguidamente se seca con sulfato de

sodio anhidro Na>SO4(s) y luego se realiza la concentracion para asi obtener
el EBA.

Procedimiento de Vitale et al. (1995)°

Muestra utilizada

. Semillas de Datura ferox, fresca y molida (5 g).

Extraccion soélido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

ii. Se extrae a temperatura ambiente con una mezcla de etanol-NHz(ac) 28%
(95:5; 20 mL), durante 12 h.

iii. Se filtra'y concentra a presion reducida el extracto organico para asi obtener
un residuo gomoso, el EBO.

Separacion liquido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

Iv. Se extrae con acido clorhidrico HCl(ac) 1,0 N (2x10 mL), y filtracion.

5Titulo del articulo: “Alkaloids of Datura ferox from Argentina” (Pag. 40: Extraccion).
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d)

Vi.

Vii.

Se alcaliniza la fase acuosa acida (hasta pH 9,8) con una solucion acuosa
de carbonato de sodio Na,COs(ac) 0,7 M.

La extraccion de los alcaloides libres se realiza con cloruro de metileno
CH2Cl, (3x5 mL). Se elimina la fase acuosa.

Se juntan todas las partes organicas, seguidamente se proceden a secar
con sulfato de sodio anhidro Na;SOu(s) y luego se realiza la concentracion

para asi obtener el EBA (28 mg; 0,56%).

Observacién. - Hoet y Rios (1980), asi como Vitale et al. (1995),

hicieron la determinacién cuantitativa de alcaloides totales, y no realizaron el

aislamiento de cada alcaloide individual. A pesar de ello, el método que emplean

hasta la obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA), es uno de los métodos

clasicos que siguen vigentes, es por ello que lo hemos presentado en esta parte.

Comparacion de Procedimientos

Los dos métodos de aislamiento de alcaloides que se presenta en la seccién

I.LA.2 (pags. 9-11), siguen dos pasos principales para obtener el Extracto Bruto de

Alcaloides, que es el procedimiento experimental realizado en nuestra tesis. A

continuacién, resumimos el esquema de trabajo:

Extraccion solido-liquido (Obtencién 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.

Alcalinizacibn con NH; (ac): Esta etapa tiene como objeto liberar los

alcaloides, que se encuentren formando sales con acidos organicos.
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2.15

Extraccion con solventes (maceracion, reflujo o soxhlet): Esta etapa tiene
como objeto la extraccion exhaustiva de las bases alcaloidales, verificado
por un test de alcaloides (Mayer o Dragendorff).

Eliminacion del solvente por destilaciéon a presién reducida y obtencion del

EBO.

Separacion liguido-liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

V.

Vi.

Vii.

viii.

Disolucion del EBO con &cidos, H.SOas(ac) o HCl(ac): Esta etapa tiene como
objetivo extraer los alcaloides como sales.

Lavado con solventes organicos (éter de petréleo, diclorometano, y/o
cloroformo) y eliminacién del solvente organico. Esta etapa tiene como
objetivo eliminar la mayor parte de compuestos coloreados solubles en
solventes organicos.

Alcalinizacién (con Na:COs3; (ac), NaOH(ac) 6 NHs(ac)) de la fase acuosa.
Mediante la alcalinizacion de los extractos acuosos &cidos 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 a presion reducida y obtencién del

EBA.

Purificacion de los alcaloides

A continuacion, presentaremos un procedimiento para la purificacién del alcaloide,

partiendo del extracto bruto de alcaloides, este método se utilizo en esta tesis (Sec.

1.G.3, Pag. 68).
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a) Procedimiento de K. Hostettmann, M. Hostettmann y O. Sticher (1980)

“Rapid preparative separation of natural products by centrifugal thin-layer

chromatography”

El principio de la operacion por el cromatotron es simple, ver la siguiente figura 20:

MEZCLA
SOLVENTE

\ ¢
s
Tk x}\h
e J j
FPLACA —
ADSDOREBENTE l

Figura 20. Esquema del Principio de Cromatografia en Capada Delgada Centrifugada

(Stahl, 1982)

El plato rotor se cubre con Silica gel GF 254, con un espesor de 2mm
(Preparacion: con 60 g de silica gel, 2,4 g de Sulfato de Calcio semihidratado
y 120 mL de agua).

El plato rotor es instalado en el Cromatotron, luego se humedece con
cloroformo: metanol (9:1) (para separar triterpenos).

La mezcla para separar es aplicada cerca del centro del plato rotor junto con
el eluente.

El flujo rotacional es de 4-6 mL/min.

La deteccion se lleva a cabo con UV de 254 — 360 nm.vi Se recolecta

fracciones de 2-4 mL.
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2.1.6

a)

Identificacion espectroscopica de compuestos organicos (Reyna — 2011)

La forma actual de identificar los compuestos organicos es a partir de
informacién complementaria proporcionada por cuatro espectros técnicas
espectroscopicas: laespectrometria de masas, EM, espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de hidrogeno (RMN*H) y de carbono (RMN®C), espectroscopia
de Infrarrojo, IR y espectroscopia ultravioleta, UV.

La amplitud de cualquier metodologia se puede definir como la cantidad de
informacién util que proporciona, que depende no solo de la cantidad total de
informacion sino también de su interpretabilidad y varia de molécula a otra. En
general,se puede decir que la utilidad disminuye en el siguiente orden:

RMN (*Hy 3C) > EM >> IR > UV
Espectrometria de Masas, EM

Un espectrémetro de masas bombardea una sustancia con un haz de
electrones de alta energia y registra cuantitativamente el resultado a modo de un
espectro de fragmentos de i6n positivo. Este registro corresponde al espectro de
masas. La separacion de los fragmentos de idn positivo tiene como base la masa
(estrictamente la relacion masa/ carga, aun cuando la mayoria de los iones tienen
carga simple).

Los espectros de masa se obtuvieron a una energia del haz de electrones
equivalente a 70 electron-volts. ElI fendbmeno mas simple que ocurre cuando se
elimina unsolo electrén de una molécula en la fase gaseosa de un electrén de un
haz de electrones, formado el ion (padre) (M) de la molécula. Este representa el
radical cation. Muchos de estos iones padres se desintegran en 10 a 103
segundos para dar lugar, en el caso mas sencillo, a un fragmento cargado

positivamente y un radical.
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De este modo, se forman varios iones fragmento y cada uno de estos puede
descomponerse para dar lugar a fragmentos menores. Es importante reconocer el
pico padre debido a que el mismo proporciona el peso de molecular del compuesto.
El pico mas intenso del espectro, denominado pico base, tiene asignado un valor
de 100%.

El espectrometro muestra estos resultados en un grafico donde la
intensidad de losfragmentos de iones positivos es relativa a m/z (es decir, relativa
a su masa, ya que los iones tienen una sola carga); obteniendo asi un espectro de
masas.

En la espectrometria de masas existen dos aplicaciones fundamentales en
elestudio de las sustancias organicas:

i Determinacién de la masa molecular de un compuesto ensayado, donde la

precision es superior en comparacion con cualquier otro método; y
I Deduccion de la estructura del compuesto partiendo de un andlisis

cuidadoso de los diversos fragmentos que componen el espectro de masas.

La espectroscopia de masas ayuda a determinar la estructura de nuevas
sustancias de varias maneras diferentes: puede proporcionar una masa molecular
precisa; puede proporcionar la férmula molecular, o al menor reducir la probabilidad
a muy pocos; puede indicar la presencia de ciertos bloques de construccion en la
molécula.

Actualmente, la espectrometria de masas-EM se usa para analizar mezclas
de compuestos orgénicos cuando los compuestos han sido previamente aislados
de la mezcla. El acoplamiento en linea de equipos CG/EM y de cromatografia

liqguida- HPLC/EM es una de las principales técnicas para el andlisis de mezclas.
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b)

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno, RMNH
La espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN) representa

basicamente otra forma de absorcion. Bajo condiciones adecuadas, una muestra

puede absorber radiacion electromagnética en la regién de radiofrecuencia a

frecuencias gobernadas por las caracteristicas de la muestra. Una gréafica de las

frecuencias de picos es lo que constituye el espectro de RMN (expresado en
unidades de &, en partes por milldbn—ppm) en funcion de las intensidades de tales
sefales.

En este proceso de absorcion de energia que sufre el nicleo de un
elemento, para este caso el hidrogeno, se le coloca en un campo magnético fuerte
y simultaneamente se lo irradia con energia electromagnética.

Esta absorcion de energia, como todos los demas procesos que ocurren en
la escala atbmica y molecular, esta cuantizada: la absorcién de energia ocurre solo
cuando la fuerza del campo magnética y la frecuencia de la radiacion
electromagnética (sobre un nlcleo de hidrégeno especial) tienen valores
especificos.

La interpretacién 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 nimero de sefales
diferentes que aparecen en el espectro: proporciona informacion sobre los
diferentes tipos de hidrégeno en la molécula y el entorno quimico de cada
tipo de protén;

I La intensidad de cada sefial, registrada experimentalmente por el equipo de
RMN como una “integracion”. nos indica el numero de hidrogenos que

corresponde a cada sefal,
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ii El “acoplamiento spin-spin”, esto es la interaccién entre hidrégenos vecinos,
que se presenta en el espectro como divisiones de cada sefial: nos indica
el numero de hidrégenos vecinos que tiene el protdn que origina la sefial.
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 hidrégenos de la molécula en estudio. Esto es, a cada hidrégeno, o grupo de
hidrégenos equivalentes, de la molécula debe corresponder una sefal en el
espectro que satisfaga los requerimientos de desplazamiento quimico, integracion

e interaccidn spin-spin correspondientes.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono-13, RMN*3C

La RMN®C se ha convertido en método mas importante para dilucidar la
estructura de los compuestos organicos. Mientras la RMNH nos permite identificar
los protones enlazados a la estructura de la molécula, la RMN*C nos permite
identificar a los a&tomos de carbono; por ello, la RMN*C es un complemento
perfecto de la RMN*H para elucidar la estructura completa de un compuesto.

Igual que en el is6topo de hidrégeno, H, el nicleo del is6topo de carbono-
13, 3C, tiene un nimero de espin | =¥, que permite utilizarlo ya que dara una sefial
en espectroscopia de RMN, es por eso que, los principios fisicos de la RMN*3C son
los mismos que los de la RMN!H. A pesar de ello, se presenta una diferencia. En
la RMN'H se estudia al is6topo natural mas comun del hidrégeno, H, cuya
abundancia es del 99,98% del total de hidrégenos. En cambio, en la RMN3C se
estudia al is6topo de carbono menos abundante, al *C, que constituye el 1,1 % del
elemento carbono, por lo que se tiene una disminucion de la sensibilidad. Esta
desventaja se convierte en una ventaja porque que no se observan los
desdoblamientos del tipo *C — *3C en los espectros RMN®C, y aunque dichos
nucleos vecinos pueden desdoblar sus sefiales entre si, la posibilidad que se

encuentren dos nucleos de *C resulta ser muy raro.
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La desventaja de tener una baja abundancia isotépica del 3C es que se
debe hacer uso de técnicas especiales que hacen que en el espectro las areas de
los picos no sean proporcionales al numero real de carbonos en la molécula. Por
lo cual, la integracion dela sefial no se practica en la RMN®C.

Otra desventaja es la necesidad de utilizar mayor cantidad de muestra
(aproximadamente 10 - 20 mg) que la requerida para obtener un espectro de
RMN*H (aproximadamente 1 — 3 mg).

Al igual que la RMN*H, la RMN®C proporciona informacién del entorno
electronico en el que se encuentra cada atomo de carbono en la molécula. Los
desplazamientos quimicos de la RMN**C son mas o menos paralelos a los de la

RMNH. El compuesto de referencia, tetrametilsilano, (CH3)4Si, TMS, absorbe a

un 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
gue los observados en la RMN!H, extendiéndose la zona de absorcién en el
rango de 0 a 250ppm (®) hacia campo bajo de la sefial del TMS. Esto hace que
los espectros de RMN3C sean mas sencillos que los de hidrégeno, ya que en un
espectro de *C es poco probable que se observen sefiales sobrepuestas.

Existen tres clases de espectros de RMN®C: en uno se observa los
acoplamientos espin—-espin*C-'H (espectro acoplado a !H), y en los otros no

(espectro desacoplado a *Hy DEPT):

i. En el espectro de RMN'C desacoplado a "H de banda ancha, el nacleo
de ¥C no esta acoplado con los del 'H y, de manera que, no muestra
acoplamiento espin— espin. El desacoplamiento se hace electrénicamente
irradiando la muestra con una segunda radiofrecuencia. Ya que no hay
desdoblamiento de sefiales, la sefial de cada grupo de &tomos de carbono

magnéticamente equivalentes se presenta como un “singulete”. Este tipo de
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espectro permite determinar facilmente el nimero de 4&tomos de carbono
diferentes en una molécula, correspondiente al nimero de sefiales que

aparecen en el espectro.

En los espectros de RMN13C acoplado a 'H no se suprime el acoplamiento
13C -H vy, en tal, la sefial de cada carbono se desdobla por accién de los
protones directamente enlazados a él, aplicandose también la regla “n + 17,
donde n es el nimero de atomos de hidrogeno enlazados al &tomo de
carbono que se analiza.

De este modo, un carbono cuaternario (enlazado a cuatro grupos
alquilicos y sin H enlazado a él) presenta una sefial singulete; un carbono
terciario (que solo tiene 1H enlazado) presenta un doblete; un carbono
secundario (que tiene 2H) presenta un triplete y un carbono primario (un
grupo metilo, CH3) presentara un cuadruplete.

Los espectros de RMN¥C - DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer, Transferencia por polarizacibn aumentada y no
distorsionada) permiten distinguir el tipo de carbono CH; CH,, CH o
Cuaternario, al que pertenece una determinada sefial. En particular, es
especialmente Gtil para superar la confusiéon de un espectro de RMN*C
acoplado a 1H en el que se superponen las sefiales multipletes préximas.
El experimento DEPT consta de tres espectros: un primer espectro
registrado con pulsos de 45 (DEPT - 45) en el que aparecen sefiales de CH,
CH, y CHs;; un segundo espectro registrado con pulsos de 90° (DEPT — 90)
gue solo muestra las sefiales de los carbonos unidos a un solo hidrégeno
(CH); y por ultimo un tercer espectro registrado con pulsos de 135° (DEPT
— 135) en el que aparecen sefiales positivas para CH y CH3, absorciones
negativas para CH2, y en el que los carbonos cuaternarios carecen de

sefal.
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d)

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear Bidimensional

Existen diversos experimentos de resonancia magnética nuclear de dos
dimensiones, entre los mas utilizados se encuentran los experimentos RMN
bidimensional homonuclear COSY®, y de RMN bidimensional heteronuclear
HETCOR’ y HMBC?.

Los experimentos bidimensionales, COSY, HETCOR, muestran dos ejes de
coordenadas, los cuales estan representados por desplazamientos quimicos (8, en
ppm).

Espectros *H-'H COSY: En los espectros tH-'H COSY se pueden observar
la correlacion de pares de nucleos de hidrégeno por medio del acoplamiento spin-
spin, a través de un diagrama de entorno. En este diagrama, el espectro de
hidrogeno aparece a lo largo de la diagonal, como manchas contorneadas, las
cuales representan la intensidad de los picos. Fuera de la diagonal se observan
otras manchas contorneadas, las cuales son el resultado de lacorrelacion de pares
de nucleos por medio del acoplamiento spin-spin.

En resumen, este tipo de espectros abarcan a los acoplamientos intensos

(geminales y vecinales).

6 COSY: Correlated Spectroscopy (Espectroscopia de Correlacion).

7HETCOR: Heteronuclear Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de Correlacion
Heteronuclear).

8 HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation (Correlacion Heteronuclear de Enlace

Multiple).
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e)

Debemos notar que en los espectros 'H-H COSY, se muestran manchas
contorneadas de menor intensidad con respecto a las examinadas. Estas manchas
se deben a que también se pueden detectar a veces interacciones entre nucleos
enlazados a larga distancia (tres y hasta cuatro enlaces).

Espectroscopia de Ultravioleta, UV

El espectro de UV de un compuesto es una representacion gréafica de la
longitud de onda, A de absorcidn, en el rango de la radiacion ultravioleta cercano
(200 — 400 nm), en relacion a la intensidad de absorcién (expresada como
absorbancia A x 100; o absortividad molar, Log €). El espectro UV se basa en una
banda ancha de absorcién extendida sobre un amplio rango de longitudes de onda,
cuyas caracteristicas principales son su posicién y su intensidad.

La posicién de la absorcién UV se especifica como A max (nm), es 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.

Los espectros UV proporcionan menos informacién sobre de la estructura
de los compuestos que los espectros de masa y de RMN, y se utilizan
principalmente y practicamente de manera exclusiva en el estudio de sistemas

conjugados, asi como:
\N_/ A\

SN N/ /
/N /N O \

Figura 21. Ejemplos de Sistemas Conjugados
La espectrometria UV toma ventaja de esta selectividad en caracterizar solo

sistemas conjugados: la mayor parte de una molécula compleja resulta
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transparente (no absorbe) en el UV, y por tanto estos grupos conjugados
caracteristicos pueden ser puestosen 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
sigmas (o), orbitales pis (1) y orbitales ocupados, pero no enlazados (n). Asi para

el grupo carbonilo se tiene:

\ 4

C == :H]]

Figura 22. Orbitales moleculares presentes en el grupo carbonilo, C=0.
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, 1T 0 n, a un orbital excitado de mayor energia.
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3.1

Capitulo Ill. Desarrollo del Trabajo de Investigacion

Presentacion

El estudio de los tallos de la “Cascarilla” (Cinchona pubescens), se inici6
durante el Per. Acad. 2006-1 (May-Jun’06) con el analisis cualitativo (marcha
fitoquimica) de los tallos de esta planta.

Posteriormente, el tema de estudio de esta planta fue inscrito como tema
de Tesis de Licenciatura en Ciencias - Mencion Quimica, con niumero de Registro
962 de fecha 09 de mayo del 2022 con el titulo “Estudio quimico de los Tallos de
Cinchona Pubescens”.

Los tallos de “Cascarilla”, Cinchona pubescens, fueron recolectadas en la
localidad de Yuracmallo (a 1 380 msnm, distrito de San Juan de Oro, Provincia de
Sandia, Dpto. Puno), por laDra. Joaquina Alban Castillo.

La primera parte del trabajo experimental, desde la molienda de la planta
hasta la obtencion del Extracto Bruto de alcaloides, se realizaron en el ambiente de
Investigacién de Quimica de Productos Naturales (C3-175) del Laboratorio de
Quimica Inorganica N°12 (pabellén C) de la Facultad de Ingenieria Quimica y Textil
de la Universidad Nacional de Ingenieria, en el periodo comprendido entre junio del
2006 y noviembre del 2007, demandando un trabajo aproximado de 8 meses de
trabajo efectivo. Duranteeste periodo, no tuvimos éxito en lograr la purificacion,
mediante la precipitacion del Sulfato de quinina, del Extracto Bruto de Alcaloides.

La segunda parte del trabajo experimental, que consistié en la purificacion
del Extracto Bruto de alcaloides mediante cromatografia en columna seguida de
cromatografia en capadelgada centrifugada, con el aislamiento del alcaloide
quinina y la identificacion de este alcaloide mediante métodos espectroscopicos,
fue realizada por la autora de esta tesis en el Laboratorio de Productos Naturales
de la Universidad Federal de Parand, dirigido por el Dr. Brds H. de Oliveira,

ubicado en Curitiba (Brasil), entre el 01 de octubre y el 30 de octubre del 2007.
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3.2

La ejecucion de esta tesis involucré la realizacién de cada una de las etapas
que comprende la investigacién fitoquimica, con excepcién de la recolecta de la
planta, tal como se describe a continuacion.

Metodologia de Investigacion para el Estudio Quimico (Alcaloides) de Plantas
Medicinales

La estructura de la metodologia de investigacion para el estudio quimico
(alcaloides) de plantas medicinales esté dividida en dos etapas (Reyna, V. - 2001):
Etapa I: Trabajos Preliminares:

A. Seleccibén y recoleccién de la planta
B. Estudio Etnobotanico y Etnomedicinal de la planta
C. Determinacion sistematica (identificacién botanica)
D. Estudio bibliogréafico
Etapa Il: Trabajo experimental en el laboratorio (alcaloides)
Secado y molienda de la planta
E. Analisis cualitativo (marcha fitoquimica)
F. Andlisis cuantitativo de alcaloides
G. Aislamiento de compuestos puros
a) Extraccién solido-liquido de la planta: Mezcla Bruta Organica
b) Separacion liquido-liquido: Extracto Bruto de Alcaloides
c) Purificacion: Aislamiento de cada alcaloide puro
Cromatografia/recristalizacion/preparacion de derivados
H. Identificacién Clasica del Sulfato de quinina
a) Procedimientos clasicos: punto de fusién, composicion centesimal, CCF
I. ldentificacion Espectroscopica de la quinina
a) Procedimientos espectroscopicos: Masas, RMN'H, RMN*3C.
b) Desarrollo de la investigacion para el estudio quimico (alcaloides) de

plantas medicinales.
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3.3

3.3.1

3.3.2

Trabajo Preliminar
Seleccién y recoleccion de la planta. Tallos de Cinchona pubescens.

Se selecciond el estudio los tallos de Cinchona pubescens por disponer de
suficiente cantidad de material vegetal para realizar el estudio quimico que nos
fuera proporcionado por la Dra. Joaquina Alban Castillo, y por ser una de las plantas
de mayor interés en el Perd y el mundo.

Los tallos de la “Cascarilla” (Cinchona pubescens) se recolectaron en la
localidad de Yuracmallo (1 380 msnm) ubicado en el distrito de San Juan de Oro
(provincia de Sandia, Dpto. de Puno) el 12 de octubre de 2005, por la Dra. Joaquina
Alban Castillo, y nos fueron entregadas en estado seco (estufa a 35°C, 20 horas y
2 dias) en mayo del 2006.

Estudio etnobotanico y Etnomedicinal

La importancia de las Cinchonas desde el siglo XVII se debié al uso de la
corteza en el tratamiento de la malaria. La corteza de estas plantas fue introducida
en el siglo XVII en Europa por sus propiedades febrifugas y antipalidicas, después
que la condesa de Cinchon fue tratada y curada de la malaria en el afio 1638
(Verpoorte, R., et al. -1989).

En el Perd se bebe la decoccidon en casos de arritmias cardiacas, fiebre,
calambres musculares, resfrios e indigestion. En la etnia Campa-Ashanica
perteneciente las amazonas peruano, se emplea la decoccion de corteza en el
tratamiento de paludismo, reumatismo y diarreas. En la Amazonia Boliviana se
emplea la corteza raspada y hervida con alcohol, como remedio antidiarreico
(Alonso, J., -2004).

La identificacién botanica de la Quina (C. pubescens) fue proporcionada por
la Dra. Joaquina Alban Castillo.

En el anexo 5 se proporciona una evaluacion etnoboténica medicinal por

Perez, 2017.
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3.3.3

3.34

Determinacién sistematica (identificacién botanica)

La “cascarilla” fue identificada como Cinchona Pubescens, por la Dra.
Joaquina Alban Castillo y esta depositada en el Herbario de San Marcos (Cédigo
15821).

Estudio bibliografico

La autora de esta Tesis de Licenciatura realiz6 la busqueda de las
referencias bibliogréficas relacionadas a la quinina, correspondientes al periodo de
2000 — 2021, y en particular a aquellas referidas a la cuantificacion de alcaloides

en los tallos.

3.4 Trabajo Experimental en el Laboratorio (Alcaloides)

34.1

3.4.2

Secado y molienda de la planta.

Los tallos de la “Cascarilla” nos fueron entregados secos (estufa a 35°C, 20
horas — 2 dias) en mayo del 2006, por la Dra. Joaquina Alban Castillo®.

Esta muestra seca se cort6 en trozos gruesos con una tijera de podar; luego
se pulverizé a grano fino en un molino de cocina “Moulinex” (750 W), hasta malla
de 500 pm.

Andlisis cualitativo (Marcha Fitoquimica)

1) Muestra: tallos secos y pulverizados de “Cascarillas” (Cinchona pubescens).

2) Procedimiento: la muestra vegetal se analizé mediante tres procedimientos
diferentes:

a) Procedimiento 1: Reyna — 1999, de acuerdo a Rondina & Coussio (1969), del
15 de mayo al 20 de junio del 2006 (Anexo 1).

b) Procedimiento 2: Torpoco — 2005, de acuerdo a Migdalia Miranda (2002), del 6

de junio al 29 de setiembre del 2006 (Anexo 2).

? Jefa del Departamento de Etnobotanica y Botanica Econdémica del Museo de Historia
Natural y Profesora Principal de la Facultad de Ciencias Bioldgica de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos (Lima- Perq).
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3.4.3

c) Procedimiento 3: Villacrés — 1995, del 29 de mayo al 5 de setiembre del 2006
(Anexo 3).

3) Resultados: Los tres procedimientos realizados proporcionaron resultados
similares, los cuales se detallan en los Anexos 6, 7, y 8 a continuacion se
resume:

a) Contiene: Alcaloides (+++), aminogrupos primarios y/o secundarios (+), grupos
fendlicos libres (+), catequinas (+), taninos (++), triterpenos y esteroides (+),
quinonas, antraquinonas o antranoles (+), flavonoides (+) y saponinas (+).

b) No contiene: Lactonas y coumarinas.

Analisis cuantitativo de alcaloides

En nuestra tesis se analizé 20,003 g de tallos de la “Cascarilla” (C.
pubescens). Serealizé el andlisis de la muestra (colectada en San Juan de Oro -

Puno, 12 octubre.2005). Del 21 agosto - 20 diciembre.2007.

Procedimiento - United States Pharmacopoeia — USP, 20th Ed., - 1980

(descripcion del primer analisis)

Observacion. - Las etapas (a) y (b), extraccion sélido-liquido y separaciéon

liquido-liquido, respectivamente, son similares a aquellas correspondientes a la

Sec. II.G. (Aislamiento de la quinina, ver pags. 64-75), por lo que en esta seccion

se resumirdn ambas etapas.

a) Extraccion sélido-liquido: Obtencién del Extracto Bruto Organico

Desengrase del material vegetal, seco y molido, con n-hexano.
Veinte gramos (20,003 g) de muestra, se coloc6 en un frasco
erlenmeyer de 1 L y se adicion6 300 mL de n-hexano. Se agit610 durante
2 horas y luego se decant6 la solucion organica. Al sélido recuperado

se le adicion6 una nueva porcion de 300 mL de n-hexano y se repitio la

10 Para la agitacion se utilizd un agitador magnético eléctrico con eje flexible y paleta de

vidrio, modeloMLW (Ex-Republica Democratica Alemana).
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extraccion. Este proceso se realiz6 diez veces mas. Finalmente, la
muestra solida se dejo secar a temperatura ambiente.
Alcalinizacién con amoniaco concentrado NHs(ac) 15 N.
i. La muestra desengrasada y seca, se colocé en un cartucho de tocuyo y se
humedecio con 10 mL de amoniaco concentrado NH3(ac) 15 N, durante una

hora.

Extraccion por solventes (Obtencién del Extracto Bruto Orgéanico)
ii. A la muestra alcalinizada (que se encontraba dentro del cartucho y colocada
en el equipo soxhlet) se adicion6 70 mL de éter etilico y se dejé macerar, a
temperatura ambiente, durante una hora. Luego se adiciond, a la mezcla
anterior, 200 mL de éter etilico y se extrajo en soxhlet durante 6 horas/dia, por
20 dias (del 21 agosto — 26 setiembre.2007).
ii. La mezcla organica se concentrd en el rotavapor (30°C, 400-200 mbar), sin
llegar a sequedad, obteniéndose asi el Extracto Bruto Organico (que no se
peso debido a la continuacion del proceso).
b) Separacion liquido-liquido: Obtencidn del Extracto Bruto de Alcaloides
Extraccion del Extracto Bruto Organico con solucién acida.

i. El extracto bruto orgénico se disolvié con 225 mL de éter etilico: cloroformo
(2:1) y se colocé en un embudo de separacion de 1 L.

i El extracto organico se extrajo con 100 mL de disolucién de acido sulfarico
H2>S0;4 (ac) 0,5 N.

ii. Esta operacion se repitié seis veces mas, hasta que el solvente organico

dioprueba negativa de alcaloides mediante el test de Mayer.
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d)

Alcalinizacion del extracto acuoso con disolucion de amoniaco.

iv.

El extracto acuoso acido se alcalinizé con 30 mL de amoniaco concentrado

NHs (ac) 15 N. La disolucion final presenta un pH 9.

Extraccion de alcaloides con solventes orgénicos (Obtencién del Extracto

Bruto de Alcaloides).

V.

Vi,

Vil.

El extracto acuoso se extrae con 100 mL de cloroformo en un embudo de
separacion de 1 L.

Esta operacion se realiza un total de seis veces mas (hasta que la solucion
acuosa present6 test de Mayer negativo). Se elimina la fase acuosa libre de
alcaloides.

Los extractos organicos se secan con sulfato de sodio anhidro y, previa
filtracion, se coloca en un balon de 500 mL y se concentra en el rotavapor

(30°C, 400-200 mbar) hasta sequedad.

Eliminacién de las bases voléatiles

El sélido obtenido se disuelve con 100 mL de cloroformo y se lleva a
concentrar al rotavapor, para eliminar el solvente. Se repite esta operacion
un total de tres veces mas. Este proceso tuvo por objeto la eliminacion total
de la base amoniaco NHs(g).

Finalmente, se lleva a sequedad en el rotavapor, obteniéndose asi el
Extracto Bruto de Alcaloides (EBA) que no se peso.

Para el segundo analisis ver el Anexo 10.

Titulacion. Determinacién potenciométrica (20 diciembre.2007)

El extracto bruto de alcaloides (EBA), contenido en un balén de 250 mL, se
disolvié con 50 mL de cloroformo. Luego, se agregd 20 mL de solucién
estandarizada de &cido sulfurico H.SOas(ac) 0,5046 N, con una pipeta
graduada. El solvente organico se eliminé en el rotavapor quedando una
solucion acuosa acida que contiene alcaloides en forma de sales.

Finalmente, esta solucidn se trasvasoé a un vaso de 200 mL.
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. Se titulo la solucion &acida con una solucion estandarizada de hidréxido de
sodio NaOH(ac) 0,5097 N, utilizando un potenciémetro!! con electrodo de
vidrio para determinar el punto de equivalencia. El analisis de la curva de
titulacion (Anexo 9) muestra que el punto de equivalencia corresponde a la
adicion de 19,5 mL de base, NaOH(ac).

Célculo de la cantidad y del porcentaje de alcaloides en la muestra

i. Al agregar un exceso de solucién de &cido sulfdrico H2SO4(ac) (20 mL;

0,5046 N) al Extracto Bruto de Alcaloides, ocurre la reaccion:

Figura 23. Exceso de solucion de acido sulfurico H2SOa(ac)

y se tiene que:

N° meq &cido (sobrante) = N° meq acido total — N° meq alcaloide ... (a)

Doénde:

N° meq acido total = N x V = 0,5046 x 20 = 10,092 meq ...(B)

ii. El &cido sulfrico H.SOusne) sobrante, que queda sin reaccionar con el
alcaloide, se titula con 19,1 mL de solucion de hidroxido de sodio NaOHac)
0,5097 N, segun la ecuacion:

H2SO4 (acp + NaOH@aey —— » H2O¢) + NazSO4(aq)

y en el punto de equivalencia se cumple que:

N° meq. acido (sobrante) = N° meq. Base ...(y)

11 Potenciometro Hanna pH 211 (Laboratorio N°12 de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacionalde Ingenieria).
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ii. La cantidad (meq) de hidroxido de sodio (N=0,5097 y V= 19,5 mL) se
determina por la relacion: N° meq = N x V (mL)

N° meq base = NNaOH x V NaOH

N° meq(NaOH) 0,5097 N x 19,5 mL

N° meg(NaOH) 9,9391 meq

La cantidad de meq de acido sobrante se determina por la relacion (y):

N° de meq (H2S04) sobrante = 9,9391 meq ...(©)

La cantidad de (meq) de acido sobrante se determina por la ecuacion (y)

La cantidad (en meq) de alcaloides presentes se determina reemplazandolas
cantidades (B) y (©) en la relacién (a):

N° meq de alcaloide = N° meq de acido total — N° meq de acido (sobrante)

=10,092 meq - 9,9391 meq = 0,1529 meq

V. La cantidad (en mg) de alcaloides (quinina) se determina teniendo en cuenta
que:
N2 eq= _W v 1 Eq - =
l1Eq-g 0

Donde © es el numero de hidrogenos intercambiados en la reaccion acido-base
(para la quinina © = 1) y M es el peso molecular de la sustancia (para la quinina
M = 324,41 g/mol).

Luego:

W = N° meq x M

W =0,1529 x 324,41g/mol

W = 49,6022 mg de quinina (en 20,003 g de muestra seca)

El porcentaje de alcaloides en la muestra se determina por la relacion:
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34.4

20,003 g E— 100%

0,0496 g > % de alcaloides (como quinina)
% de alcaloides (como quinina) = % =0.24%

Para el caso del segundo andlisis se obtuvo 132,26 mg dando asi 0,66 % de
alcaloides (como quinina, Anexo 12).
Estos resultados son inferiores al 1,49 % reportado por Meza, A., et al. -2013,

quienes analizan los tallos de la Cinchona pubescens.

Aislamiento de la quinina

Como se describi6 en la metodologia de investigacion (pag. 55) el
aislamiento de compuestos puros comprende tres etapas:

1) Extraccion sélido-liquido de la planta: para la obtencién de la Extracto Bruto
Orgénico, EBO.

2) Separacion liquido-liquido: para la obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides-
EBA.

3) Purificacion: para el aislamiento del compuesto puro.

Las dos primeras etapas hasta la obtencion del EBA, se realizaron en dos
oportunidades (del 29 Setiembre.2006 — 18 enero.2007).

La tercera etapa, la purificacion del EBA mediante técnicas cromatograficas,
se realiz6 durante la estadia que realizd la autora de esta tesis, del 1 al 30 de
octubre.2007, en el Laboratorio de Productos Naturales de la Universidad Federal
de Parana Curitiba - Brasil, bajo la direccién de Dr. Bras H. de Oliveira, habiendo
logrado la purificacion del alcaloide quinina.

Un ensayo de purificacion mediante precipitacion de sulfato de quinina,
realizado en el Laboratorio de Quimica de Productos Naturales que se encuentra
en el pabellon C de la Facultad de Ingenieria Quimica y Textil de la Universidad

Nacional de Ingenieria, no proporciono resultados favorables.
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a)

b)

Vi.

A continuacion, se procedera a describir el procedimiento realizado en cada
una de estas etapas hasta lograr la obtencién del alcaloide puro (quinina), la
descripcion se hara del segundo ensayo.

Extraccion solido - liquido: Obtencién del Extracto bruto organico (EBO)
Desengrase con n-hexano.

En un frasco Erlenmeyer de 1 L se coloca 150 g de la muestra y se adiciona 300
mL de n-hexano. La mezcla se pone en agitacién'?, a temperatura ambiente,
durante una hora, y luego se deja en reposo hasta el dia siguiente (24h).

Se separa el liquido sobrenadante de color amarillo oscuro, con una pipeta
volumétrica de 50 mL. Al sélido restante se adiciona una nueva porcién de 300 mL
de n-hexano y se agita. Este procedimiento se realiza 12 veces.

El sélido humedo se transfiere a una bandeja de 17cm x 26 cm, y se deja secar al
aire a la temperatura ambiente.

La muestra seca y desengrasada (146 g) se introduce en un cartucho de tocuyo, y
se coloca dentro del equipo soxhlet. Luego se afiade sobre el cartucho, con la

ayuda de una pipeta, 200 mL de solucion de amoniaco concentrado NH3 (ac) 15

N, humedeciéndose asi completamente toda la muestra, y se deja en reposo
durante dos horas.

Extraccion con solventes

Sobre la muestra alcalinizada, que se encuentra dentro del cuerpo central del
equipo soxhlet, se adiciona 200 mL de una mezcla de metanol-cloroformo (1:1) y
se deja macerar durante 24 horas. La solucién final adquirié un color marrén oscuro.
Sobre la muestra, que se encuentra dentro del cuerpo central del equipo soxhlet,

sele adiciona 900 mL de una mezcla de metanol- cloroformo-acetato de etilo (1:1:4),

12 Para la agitacion se utilizé un agitador eléctrico de eje flexible con paleta de vidrio MLW
ER10
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Vii.

b)

Vi,

Vil.

y se coloca a reflujo 6 horas/dia, durante 35 dias (80 horas), hasta que el solvente
en el cuerpo central del soxhlet di6 test de Mayer negativo.

Los extractos organicos se juntaron y luego se concentrd en el rotavapor (40 °C,
300-400 mbar), hasta casi sequedad, obteniéndose el Extracto Bruto Organico
(EBO), de color marrén oscuro, que no se peso.

Separacion liquido-liquido: Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA)
Disolucion del extracto bruto orgénico con solucion acida

El extracto bruto organico se disolvié con 20 mL de cloroformo y se coloc6 en un
embudo de separacién de 250 mL. Esta solucién se extrajo con 200mL en solucién
de acido sulfurico H.SO4 (ac) 0,5 N.

Este procedimiento se realiz6 cuatro veces. La solucion remanente dio prueba
negativa de alcaloides (test de Mayer) y se descarto.

Los extractos acuosos &cidos, de color marrén claro, se reunieron (volumen total =
800 mL) y se colocaron en un embudo de separacién de 1 L.

La disolucién acida, que contiene los alcaloides como sales, fue lavada con 350 mL
de cloroformo. Se separé la fase organica (que no contiene alcaloides, test de
Mayer negativo), de color amarillo, y se descartd. Esta operacion se realiz6 dos
veces.

Alcalinizacion del extracto con solucién de amoniaco NHs (ac) 7,5N

La disolucién acuosa &cida se alcalinizé con 36 mL de NHs (o) 7,5 hasta pH = 9.
Se observé un precipitado marrén, y un oscurecimiento de la disolucion.
Extraccion de alcaloides con solventes organicos

La fase acuosa bésica (en el embudo de separacion) se extrajo con 100mL de
cloroformo. Esta extraccion se realizd 35 veces, hasta que la fase acuosa estuvo
exenta de alcaloides (test de Mayer negativo).

Los extractos organicos se colocaron en un balén de 500 mL y se concentraron en

el rotavapor (30° C, 300-400 mbar) hasta casi sequedad.
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viii.

Sobre el residuo de alcaloides se agregd 100 mL de cloroformo y se volvié a
concentrar a sequedad en el rotavapor (30° C, 300-400 mbar), repitiéndose esta
operacion un total de cuatro veces. Esto tiene por objeto eliminar las bases volatiles

(amoniaco, NHs () que estuvieran disueltas en el extracto.
Finalmente, se obtuvo 2, 060 mg del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA-2), como
una pasta, de color marrén oscuro. El andlisis por CCF*? indica que el extracto

contiene quinina.

Siguiendo este mismo procedimiento se obtuvo 1 627 mg de Extracto Bruto
de Alcaloides (EBA-1) a partir de 150 g de muestra vegetal. Este extracto se utilizd

para los ensayos de purificacién por precipitacion de sulfato de quinina.

Purificacién por cromatografia

Los procedimientos cromatogréaficos que se realizaron para la purificacion

del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA) fueron los siguientes:

a) Analisis preliminar por cromatografia de capa fina-CCF
b) Cromatografia en columna a vacio - CCV
c) Cromatografia en placa centrifugada - CCDC

Los procedimientos de CCF se realizaron tanto en nuestro laboratorio en la

UNI (Lima, Peru), como en el laboratorio de Productos Naturales de la Universidad
Federal de Parana Curitiba-Brasil.

La purificacion del EBA y la obtencién del alcaloide quinina, se logré durante
la estadia en Curitiba-Brasil, mediante dos técnicas cromatograficas, la CCV y la

CCDC, y se resumen en el esquema (ver Anexo 15).

13 CCF: placas de silica gel 60 F 254, eluente: Cloroformo-acetona-amoniaco (10:17:1)
Revelador: UV; Rf (quinina=0,62).

62



b)

Andlisis preliminar por cromatografia en capa fina - CCF

El objetivo de este procedimiento preliminar es seleccionar el eluente méas
eficiente para realizar posteriormente la purificacién del extracto bruto de alcaloides
por cromatografia en columna a vacio (CCV) y/o cromatografia en placa
centrifugada (CCDC).

Condiciones de Trabajo:

Muestra: Extracto Bruto de Alcaloide (EBA-2), obtenida en la Sec. Il. G.2,

precedentes (pag. 67).
Referencias (alcaloides patrones): Quinina, quinidina, cinchonidina,cinconidina.

Placa: Placa de aluminio Kieselgel 60F-254; 0, 2mm.
Eluente: acetona: cloroformo: NH3 15N (17:10:1); Acetato de etilo: NH3 15N
(10:0,3); acetato de etilo: metanol: NH3 15N (5:5:0,3); acetato de etilo.

Revelador: UV (A= 254 y 360 nm)**

Procedimiento:

La aplicacién 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 orgéanica.

Observaciones: los resultados de este trabajo preliminar nos indica que la

quinina Rf = 0,62) es el alcaloide mayoritario (Anexo 11).

Cromatografia en columna a vacio — CCV
El objetivo de este procedimiento cromatogréfico, es obtener fracciones

enriguecidas, y si fuera posible puras, del alcaloide que se quiere purificar.

14 Spectroline Modelo Enf-260C

63



Vi.

Condiciones de Trabajo:

Muestra: EBA (1,6 g), obtenida en la Sec.1l.G.2, (pag. 67)

Caracteristicas de la columna: ¢ =5 cm, h =38 cm;

Adsorbente: Silica gel 60 para cromatografia en columna (Porosidad = 0,04-0,063),
90g (altura en la columna =15, 5 cm)

Procedimiento:

(El esquema del dispositivo experimental se ilustra en el Anexo 14)

Se colocd una capa de algodén en la parte inferior de la columna y sobre ella se
agrego la silica en polvo, encima otra capa de algodén.

Luego se adicion6 lentamente 200 mL de acetato de etilo, para humedecer la silica.
Este procedimiento se realiz6 3 veces mas.

Seguidamente se adicion6 la muestra, la cual se disolvi6 en 5 mL de cloruro de
metileno.

La elucion cromatografica se inicid con acetato de etilo (200 mL, fraccion N° 1),
recibiéndose aproximadamente 200 mL de eluente en un bal6n de 500 mL.

Se continuo con mezclas (200 mL) de acetato de etilo con cantidades crecientes
de metanol (10%, fraccion N° 2; 20%, fraccién N° 3; etc.), hasta agregar metanol
puro (fraccion N° 11y 12), recibiéndose todas las fracciones en balones de 500 mL.
Todas las fracciones presentaban color amarillo de diferentes intensidades y fueron
llevadas a sequedad en el rotavapor (50°; 300-400mbar).

Resultados

Se obtuvieron 12 fracciones, las cuales contenian sustancias de color marrén
oscuro de aspecto resinoso y cuyos pesos se muestran en la tabla 7.

Las fracciones N° 3-7 presentaron presencia de alcaloides por cromatografia en

capa fina (CCF) (Ver Anexo 13).
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De las 12 fracciones obtenidas, la quinina se present6 parcialmente pura en las
fracciones N° 3 y 4 (741 mg), por lo que se decidi6 continuar su purificacion
mediante Cromatografia en Capa Delgada Centrifugada — CCDC.

Tabla 7. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna a vacio.

Fraccién Eluente Masa del CCF
extracto (mg) (Anexo 13)
f1 Ac.Et 37,2
f2 10%MeOH-Ac.Et 134
f3f4 20%MeOH-Ac.Et alcaloides
30%MeOH-Ac.Et 741 (quinina)
5 40%MeOH-Ac.Et 124,7 alcaloides
f6f7 50%MeOH-Ac.Et
60%MeOH-Ac.Et 185 alcaloides

f8 f9 f10f11f12  70%MeOH-Ac.Et
80%MeOH-Ac.Et
90%MeOH-Ac.Et 392
MeOH
MeOH

Nota. - Ac.Et = Acetato de etilo, MeOH = metanol.
Cromatografia en Capa Delgada Centrifugada — CCDC*®

Se realiz6 la purificacién de las fracciones N° 3y 4 (741 mg) obtenidas por
CCV, mediante cromatografia en capa delgada centrifugada CCDC - N° 1,
obteniéndose quinina impura (fraccién N° 16-19, 231mg), la cual se someti6 a una
segunda cromatografia CCDC-N° 2, obteniéndose nuevamente quinina impura en
las fracciones N° 3-7 (180 mg). Una tercera elucion cromatografica, CCDC-N° 3,
proporcioné nuevamente quinina impura, (fraccion N° 3-5, 133 mg), la cual,
finalmente, fue purificado mediante CCDC-N° 4, obteniéndose quinina pura (14 mg)

en las fracciones N° 17-26.

15 Equipo utilizado: Cromatotron Modelo 7924 T, Harrison Research.
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Las condiciones de trabajo y procedimiento de separacion fueron similares
para las cuatro eluciones cromatografias y a continuacion resumiremos las tres
primeras (CCDC- N° 1, 2 y 3), y describiremos lo realizado para la purificacion final
de la quinina (CCDC-N° 4).

Cromatografia en capa delgada centrifugada 1 - CCDC N° 1

Muestra a purificar: fracciones N° 3-4 (741mg) obtenida de CCV (Sec. 1.G.3, pag.
71)

Resultados: se obtuvieron 23 fracciones de 15 mL c/u.

Las fracciones N° 16-19 (231 mg) contenian quinina impura.
Cromatografia en capa delgada centrifugada 2 - CCDC N° 2

Muestra a purificar: fracciones N°16-19 (231 mg) obtenido de CCDC N° 1
Resultados: se obtuvieron 20 fracciones de 10 mL c/u.

Las fracciones N° 3-7 (180 mg) contenian quinina impura.
Cromatografia en capa delgada centrifugada 3 - CCDC N° 3

Muestra a purificar: fracciones N° 3-7 (180 mg) obtenido de CCDC N° 2
Resultados: se obtuvieron 32 fracciones de 10 mL c/u.

Las fracciones N° 3-5 (133 mg) contenian quinina impura.
Cromatografia en capa delgada centrifugada 4 - CCDC N° 4

Condiciones de trabajo

Muestra: fracciones N° 3-5 (133 mg) obtenido de CCDC N° 3.

Placa de vidrio = 24 cm, silica gel grado 7749 con yeso e indicador de fluorescencia;
espesor de la placa 1mm. (Observacion. - solo la primera placa, CCDC N° 1, el
espesor fue de 2mm).

Eluente'®: Acetato de etilo: CH,Clo:NH3g) 15N (10:1:0,2) y metanol.

16 Los efluentes para las otras eluciones cromatografias fueron:
CCDC NP 1: CH2Cl2:NHsac) 15N (10:0,3); CH2Cl2:ACEt:NHs(ac) 15N(75:75:4,5); Ac.Et:NH3(ac)
15N (150:4,5) y metanol.
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3.45

Revelador: Luz UV (254 y 360 nm); se dispuso como patrén quinina pura.

Procedimiento (La foto del equipo se muestra en el Anexo 14)

Se humedecio la placa haciendo pasar el eluente, luego se adiciond la muestra

disuelta en 0,5 mL de etanol.

Se adicion6 320 mL de acetato de etilo: diclorometano: NHz(ac) 15N (10:1:0,2).

Finalmente, se adicioné 50 mL de metanol, con la finalidad de lavar la placa.

Resultados

Se colectaron 32 fracciones de 10 mL cada una (tubos de ensayo de 100x15mm),
la mayoria de las cuales eran incoloras. Las fracciones N° 17-26 (14 mgQ)
proporcionaron un sélido blanco, cuyo andlisis por RMNH (espectro N° 2, P4g.76)

y CCF (ver Anexo 13) nos indica que se trata de quinina pura.
Conclusién: A partir del Extracto Bruto de Alcaloides obtenido de los tallos de la

“Cascarilla” (Cinchona pubescens) se logro aislar el alcaloide mayoritario, quinina.

Identificacion Espectroscépica de la quinina.

La determinacién estructural de la quinina obtenida de los tallos de C.
pubescens Se realiz6 mediante el analisis de sus espectrosl7 de Masas, de

RMN*H, de RMN*3C, 1H-1H COSY.

La muestra analizada fue la fraccion N° 17-26 (14 mg) obtenido en la Sec.

6.4 precedente.

CCDC N° 2: Metanol: Ac.Et:NH3(s) 15N (2:8:0,1) y metanol.

CCDC N° 3: ACEt:NH3(¢) 15N(5:0,2) y metanol.

17 Los espectros de RMN!H y masas fueron obtenidos durante la estadia que realizé la
autora de dicha tesisen el laboratorio de Productos naturales de la Universidad Federal de

Parana (Curitiba-Brasil).
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Vi

Espectro de masas (Espectro 1)

Condiciones de trabajo

Equipo: Espectrometro de masas Triple Cuadrupolo acoplado a Cromatografia
Liquida Applied Biosystems, modelo API 3000 (Columna: HP5 30m x 0,25mm @;

Gas: Helio 1 mL/min).

Laboratorio: Central de Salud Publica de Parana — LACEN/PR (Brasil)iii Operador:

M.Sc. Daniel Altanino de Jesus
Fecha: 29 de octubre del 2007
Concentracion de muestra: 10 pg/mL (metanol: agua 1:1)

Muestra: Alcaloide obtenido de las fracciones N° 17-26, Se. 6.4 presedente.

Caracteristicas del espectro:

m/z: 325,5 (ibn molecular, M* + 1); 307,4 (M*- H20): 255,1; 188,1; 172,1 (pico

base), 160,1; 81,1.

Analisis del espectro

La identificacion de los tres fragmentos i6nicos correspondientes a los picos
m/z 307,4; 188,1 y 172,1 y las ecuaciones de fragmentacion respectivas se
describen seguidamente.

El espectro de masas de la quinina obtenido a partir de los tallos de la
Cinchona Pubescens similar a los espectros registrados en la bibliografia (Sec.

A. 4. a, pag. 12).

Conclusion

Existe correspondencia entre el espectro de masas obtenido para nuestro

compuesto y aquellos publicados en la bibliografia para la quinina.
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Espectro 1. Espectro de Masas de la Quinina obtenida a partir de los tallos de la Quina (C.

pubescens)

Vi

Espectro de RMN!H (Espectro 2)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker DRX 400 MHz

Laboratorio: de Productos Naturales (Universidad Parana Curitiba-Brasil).
Operador: M.Sc. Alexandre Augusto de Oliveira

Fecha: 16 de octubre del 2007

Solvente: CDClI3

Muestra: Alcaloide obtenido de las fracciones N° 17-26, (ver pag. 73).

Caracteristicas del espectro

O (ppm): 1,52 ppm (m, H-7eq*); 1,54 ppm (m, H- 6eq); 1,71 ppm (m, H-6 ax); 1,84
ppm (m, H- 4); 1,86 ppm (m, H-7ax); 2,70 ppm (s ancho, H-3); 2,73 ppm (m, H-

2 eq); 2,75 ppm (m, H-5 eq); 3,12 ppm (m, H-2ax); 3,15 ppm (m, H-8); 3,17 ppm
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(t ancho, H-6ax); 3,85 ppm (s, -OCH3); 4,95 ppm (d, H-11 gem); 4,97 ppm (d,
H-11 gem); 5,69 ppm (d, H-9); 5,70 ppm (m, H-10); 7,19 ppm (s,H-5’); 7,28 ppm
(d, H-7°); 7,52 ppm (d, H-3"); 7,94 (d, H-8); 8,66 ppm (d, H-2’).

Analisis del espectro (Desplazamientos quimicos)

La correspondencia entre los valores de desplazamientos quimicos y cada unode los

protones pertenecientes a la estructura de la quinina se indican en:

4 10

Figura 24. Asignaciones de los &tomos de hidrogeno en la quinina.

Tabla 8. Datos del espectro RMNH de la quinina (400 MHz) en CDCls;

O(ppm) N° de atomo de hidrogeno Tipo de Sefial Integracién
1,52 H-7eq m 1H
1,54 H-6eq m 1H
1,71 H-6ax m 1H
1,84 H-4 m 1H
1,86 H-7ax m 1H
2,7 H-3 S 1H
2,73 H-2eq m 1H
2,75 H-5eq m 1H
3,12 H-2ax m 1H
3,15 H-8 m 1H
3,17 H-5ax t 1H
[3,85 O-CH3 s 1H
4,95 H-11gem d 1H
4,97 H-11gem d 1H
5,69 H-9 d 1H
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57 H-10 m 1H
7,19 H-5 s 1H
7,28 H-7’ d 1H
7,52 H-3’ d 1H
7,94 H-8 d 1H
8,66 H-2’ d 1H

* m: multiplete, s: singulete, d: doblete, t: triplete.
Conclusién
Los espectros RMN'H obtenidos corresponden a lo esperado para la
estructura de la quinina. Ademas, existe correspondencia para nuestro compuesto

y aquellos publicados en la bibliografia (ver Tabla 1, Pag. 21).

T T T T T T
M -

Espectro 2. RMN1H de la Quinina obtenida a partir de los tallos de Quina (C. pubescens)

3.

Espectro de RMN®C (Espectro 3ay 3b)

Condiciones de trabajo

Equipo: Varian DPX-300 (300 MHz)
Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de UFMGP (Brasil).
Operador y fecha: Sr. José Dias de Sousa Filho

Fecha: 01 de diciembre del 2007
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V  Solvente: CDCl;

vi Muestra: Alcaloide obtenido de las fracciones N° 17-26, pag.73

Caracteristicas del espectro DEPT-135 (Espectro 3a)

Este espectro nos muestra los carbonos primarios y terciarios en la parte

superior,y los carbonos secundarios en la parte inferior.
I Sefiales de la parte superior:
5 (ppm): 55,8; 27,7; 39,5; 59,9; 71,1; 101,1; 119,4; 121,6; 131,6; 141,1;147,5.
Il Sefiales de la parte inferior:
o (ppm): 2,13; 27,1, 43,3; 56,6; 114,8.
Caracteristicas del espectro de Desacoplamiento de protdn de banda ancha

(Espectro 3b)

En este tipo de espectro aparecen todos los atomos de carbono de la

molécula:
o (ppm): 21,3; 27,1; 27,7; 39,5; 43,3; 55,8; 56,6; 59,9; 71,1; 101,1; 114,8; 119,4;
121,6; 126,4; 131,5; 141,1; 144,2; 146,9; 147,5; 157,8.

La asignacién de los valores de desplazamiento quimico son analogos a lo
publicado precedentemente (Verpoorte, 1989).

Andlisis del espectro DEPT-135y Desacoplamiento de protén de banda ancha

i Carbonos primarios (CHzs)
En el espectro 3a (DEPT-135) las 11 sefiales de la parte superior corresponden a
los carbonos primarios (CHs) y terciarios (CH); la sefial del Unico carbén primario
presente en quinina:

O (ppm): 55,8 (OCHG).
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Carbonos secundarios (CH>)

Las cinco sefales de la parte inferior del espectro DETP-135 corresponden a los
carbonos secundarios presentes:

o (ppm): 2,13 (C7); 27,1 (C6); 43,3 (C5’); 56,6 (C2); 114,8 (C11).

Carbonos terciarios (CH)

Las diez sefales presentes en el espectro DEPT-135 corresponden a carbonos
terciarios presentes en la quinina:

O (ppm): 27,7 (C4); 39,5 (C3); 59,9 (C8); 71,1 (C9); 101,1 (C5’); 119,4 (C3’); 121,6
(C7’); 131,6 (C8’); 141,1 (C10); 147,5 (C4").

La correspondencia entre los valores de desplazamiento quimicos y cada uno de

los &tomos de carbono pertenecientes a la estructura de la quinina ase indican en

la estructura de la molécula (Figura 25) y la Tabla 9.

4 10

Figura 25. Asignacion de los &tomos carbono en quinina.
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos &(ppm), de &tomos de carbono de la Quinina en

CDCls.

S(ppm) N° atomo del carbono Tipo de carbono
27,7 C-4 CH (terciario)
39,5 C-3 CH (terciario)
43,3 C-6 N-CH2 (primario)
55,8 -OCH3
56,6 C-2 N-CH2 (primario)
59,9 Cc-8 N-CH (secundario)
71,1 C-9 OH-CH (secundario)
101,1 C-5 CH-aromatico
114,8 C-11 = CH (primario)
118,4 C-7 CH-aromatico
121,6 C-3 CH-aromatico
126,4 Cc-9 C-aromatico
1315 c-8 CH-aromatico
1411 C-10 = CH (secundario)
144,2 c-10 C-aromatico
146,9 c-2 N=CH(primario)
147,5 c-4 C-aromatico
157,8 C-6’ C-aromético

Conclusion

Los espectros DEPT-135 y de Desacoplamiento de protén de banda ancha
presentados corresponden a lo esperado para la estructura de la quinina. Ademas,
existe correspondencia para nuestro compuesto y aquellos publicados en la

bibliografia (ver tabla 3, pag. 25).
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Espectro 3. RMN®3C - DEPT 135 de la Quinina obtenida a partir de los tallos de la Quina
4, Espectro 2D 1H- 1H COSY (Espectro 4)

Condiciones de trabajo

i Equipo: Brucker DRX-400 (400 MHz)

ii  Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear de UFMGP (Brasil).
iii  Operador Sr. Jose Dias Se Sousa Filho

iv  Fecha: 01 de diciembre del 2007

vV Solvente: CDClI3

vi Muestra: Alcaloide obtenido de las fracciones N° 17-26, (ver pag. 73)

Caracteristicas del espectro

La cantidad de marcas simétricas, a lo largo de un lado de la diagonal del
espectro, indica el numero de acoplamientos. Luego, existen en total doce

acoplamientos entre los diferentes protones de la molécula (ver Espectro N° 4).
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Vi

vii

Analisis del espectro

La primera ampliacion de un segmento del espectro (0 — 3,5 ppm) muestra,
con la ayuda de las lineas, los acoplamientos existentes entre los protones
ecuatorial y axial (Figura 26):

H-7eq (1,52) se acopla con H-6ax (1,71); H-4(1,84) y H-7ax (1,86), lineas rojas.
H-6eq (1,54) se acopla con H-5eq (2,75); H-8 (3,15) y H-5ax (3,17), lineas verdes.
H-6ax (1,71) se acopla con H-5eq (2,75) y H-5ax (3,17), lineas celestes.

H-4 (1,84) se acopla con H-3 (2,70), lineas moradas.

H-7ax (1,8) se acopla con H-8 (3,15), lineas azules.

La ampliacién de un segundo segmento (2,5 — 9,0 ppm) muestra los
acoplamientos entre todos los protones correspondientes a la quinolina, los cuales
se indican a continuacion (Figura 27):

H-2eq (2,73) se acopla con H-11gem (4,95-4,97), lineas negras.
H-8 (3,15) se acopla con H-9 (5,69), lineas azules.

H-11gem (4,95 - 4,97) se acopla con H-10 (5,70), lineas verdes.
OCHEs (3, 5) se acopla con H-5’ (7,19), lineas rojas.

H-9 (5,69) se acopla con H-3’ (7,52), lineas celestes.

H-7’ (7,28) se acopla con H-8’ (7,94), lineas moradas.

H-3’ (7,52) se acopla con H-2’ (8,66), lineas amarillas.

Podemos resumir todos los resultados en la Tabla 10.

Tabla 10. Correlacion COSY y constantes de acoplamientos 1H-1HCOSY de la Quinina.

N°de atomo de

Correlaciones 1H-1H y constantes de

hidrogeno 5 (ppm) acoplamiento (Hz)

H-7eq 1,52 H-6ax (1,71); H-4(1,84); H-7ax (1,86)
H-6eq 1,54 H-5eq (2,75); H-8 (3,15) y H-5ax (3,17),
H-6ax 1,71 H-5eq (2,75) y H-5ax (3,17)

H-4 1,84 H-3 (2,70),
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N°de atomo de Correlaciones 1H-1H y constantes de

hidrogeno 5 (ppm) acoplamiento (Hz)

H-7 ax 1,86 H-8(3,15),

H-2 eq 2,73 H-11gem (4,95-4,97),

H-8 3,15 H-9 (5,69),

_OCH3 3,85 H-5' (7,19),

H-11gem 4,95-4,97 H-10 (5,70),

H-9 5,69 H-3 (7,52),

H-7" 7,28 H -8 (7,94),

H-3' 7,52 H- 2" (8,66)
Conclusion

Existe correspondencia entre el espectro H-'H COSY obtenido para

nuestro compuesto y aquel publicado en la bibliografia.

-3 S MO H-Teq
‘ - A~ ™ - e T »
=Sy =280 =T3¢ H-EeQ > :

-

Figura 26. Ubicacién de protones de la quinina en espectro rango de 0 a 9,0 ppm.
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Figura 27. Ubicacién de protones de la quinina en espectro rango de 0 a 9,0 ppm.
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Capitulo IV. Analisis y Discusion de Resultados

A partir de 150 g de los tallos, seca y molida (malla 500 uym), de la “Quina”
(Cinchona pubescens) se obtuvo mediante extraccion por solventes y particion
liquido- liquido el Extracto Bruto de Alcaloides, el cual se purific6 mediante
cromatografia en columna, seguido de cromatografia en placa delgada
centrifugada, obteniéndose asi 14mg de quinina, como cristales incoloros.

La caracterizacion de dicha sustancia se realiz6 mediante sus espectros de Masas,
RMN'H, RMN®C y H-'H COSY correspondiendo todos ellos a los valores y
caracteristicas referidas en la bibliografia para la quinina.

El andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios (marcha fitoquimica)
encontramos la presencia de alcaloides, aminogrupos primarios y/o secundarios,
grupos fendlicos libres, taninos, triterpenos y esteroides, quinonas, antraquinonas,
antronas o antranoles, catequinas, flavonoides y saponinas.

El analisis cuantitativo del total de alcaloides contenidos en los tallos de la quina
(C. pubescens), mediante el procedimiento de titulacion potenciométrica
proporciona 0,66%.

Se realizé el andlisis de la informacion bibliogréafica relativa a los estudios quimicos

de los tallos de la quina (C. pubescens) y de la quinina.
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Conclusiones

A patrtir de los tallos de la quina (C. pubescens) se aislé la quinina, el cual ha sido
identificado mediante sus espectros de masas, RMN'H, RMN**C, IR y H- H
COSY, y la comparacion de éstos con lo publicado en la bibliografia.

Se realizé el analisis cualitativo de los metabolitos secundarios o “Marcha
Fitoquimica” presentes en los tallos de la Quina (C. pubescens), de acuerdo a
Rondina & Coussio — 1969*" y de Miranda (2002%!) encontramos que contienen:
Alcaloides (+++), aminogrupos primarios y/o secundarios (+), grupos fendlicos
libres (+), catequinas (+), taninos (++), triterpenos y esteroides (+), quinonas,
antraquinonas o antranoles (+), flavonoides y saponinas. Estos resultados se
confirmaron con las pruebas especificas de Villacrez (1995)%.

Se realiz0 el analisis cuantitativo del total de alcaloides contenidos en los tallos de
la Quina (C. pubescens), segun el procedimiento de la United States

Pharmacopoeia — USP, 20th Ed., - 1980, habiendo obtenido 0,66 %.
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Recomendaciones

El proceso de molienda de los tallos de la Quina se realizé en un molino de cocina
“Moulinex” (750 W), este proceso es lento debido a la poca capacidad del equipo,
por lo que se requiere disponer de molinos de mayor capacidad.

El proceso de la determinacion cuantitativa de la quinina en los tallos de C.
pubescens, se pueden optimizar con métodos de alta sensibilidad, como la

Cromatografia Liquida de Alta Performancia (HPLC).
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Anexo 1. Marcha fitoquimica preliminar (Reyna, 1999-B)

(De acuerdo al procedimiento de Rondina & Coussio—1969)

La Marcha Fitoguimica Preliminar propuesta por Rondina & Coussio (1969) se basa
en el fraccionamiento de un extracto metandlico de la muestra vegetal estudiada en
diferentes solventes y la identificacion de los tipos de principios activos presentes en cada
uno de ellos mediante reacciones de coloracién y/o precipitacion.

1. Obtencion de las fracciones
a. Fraccion (a)
i. Setoman 6,0 g de muestra secay pulverizada y se mezclan en un balén de 100
mL con 50 mL de metanol. Se deja macerar durante 70 horas a temperatura
ambiente.

ii. La mezcla se calienta a reflujo durante 4 horas. Se filtra en caliente lavando el

residuo con metanol hasta completar 50 mL. Esto constituye la fraccion (a).
b. Fraccién (b)
i. Sesepara5 mL de lafraccion (a) y el resto se lleva a sequedad en un rotavapor.

ii. Elresiduo se extrae con 10 mL de &cido clorhidrico al 1% vy se filtra utilizando
papel de filtro lento. La operacion se repite con 5 mL de acido clorhidrico al 1%.
Las soluciones acidas se retnen en un erlenmeyer de 50 mL y se guardan.

iii. Los residuos insolubles en la solucion &cida se disuelven en 5 mL de cloroformo
con ayuda de calor y fuerte agitacion. Esta solucion se filtra a través de celita
completando a través del filtro a 5 mL. Esto constituye la fraccion (b).

C. Fraccion (c)
i. Lasolucién acida que se guardé en la etapa anterior se lleva a pH 9 y utilizando
NH3(ac) 15 N, y luego se extrae dos veces con 25 mL de cloroformo CHCI; en
un embudo de separaciéon de 125 mL.
ii. Lafase cloroférmica se lava con 10 mL de agua. El agua de lavado se retine con

la fase acuosa obtenida.



d.

f.

La fase cloroférmica se seca con sulfato de sodio y se filtra completando a 50
mL. Esto constituye la fraccion (c).
Fraccién (d)
La fase acuosa obtenida anteriormente se semisatura con sulfato de sodio
agregando 0,1 g de sal por mL de solucion. Luego se extrae dos veces con 25
mL de una mezcla de cloroformo-etanol (3:2) en un embudo de separacién de
125 mL.
Se lava la fase orgénica con 10 mL de solucién semisaturada de sulfato de sodio
reuniendo toda la fase acuosa.
La fase organica se seca con sulfato de sodio y se filtra obteniéndose la fraccion
(d).
Fraccion (e)
La fase acuosa obtenida en la etapa anterior constituye la fraccion (e).
Fraccion (f)
En un tubo de ensayo de 18 x 160 mm se calienta a 100°C y con agitacién 1 g de
muestra pulverizada en 10 mL de agua durante 15 minutos.
Se filtra en caliente utilizando papel de filtro rapido, se completa el filtrado a 10 mL,
y se deja enfriar. Esta solucién constituye la fraccion (f).
Pruebas de identificacion de principios activos.
Prueba de la ninhidrina sobre las fracciones (a) y (f) (Aminogrupos primarios
y/o secundarios).
Sobre papel de filtro lento de 5 cm de didametro se agregan dos gotas de la
fraccion (a) y sobre otro papel, dos gotas de la fraccion (f) con una pipeta
Pasteur. Los papeles se dejan secar por 5 minutos.
Sobre cada uno de los papeles se agregan dos gotas de solucién de ninhidrina
al 0,2% en etanol.

Se preparan blancos de metanol-ninhidrina y agua—ninhidrina del mismo modo.



iv. Los papeles se colocan en una estufa a 110°C durante 30 minutos.
Observacion. - La apariciéon de una mancha de color violeta indica la presencia de
aminogrupos primarios y/o secundarios.

Reaccién con cloruro férrico sobre la soluciéon acuosa de la fraccion (a)
(Grupos fendlicos libres).
i. Elresto de la fraccion (a) se lleva a sequedad en el rotavapor.
ii. Elresiduo se disuelve en 0,5 mL de agua y se filtra dicha solucién (“solucion a”),
a través de un embudo de 3,5 cm de diametro utilizando papel de filtro lento, a
un tubo de ensayo de 13x100 mm.
iii. Se colocan dos gotas de “solucion a” sobre una placa de toque blanca y se
agrega una gota de solucion acuosa de cloruro férrico al 1%.
Observacion. - La observacion da un color azul, verde, negro o marrén indica la
presencia de grupos fendlicos libres.
Reaccion con solucién de gelatina sobre la solucién acuosa de la fraccion (a)
(Taninos).
i. Se colocan cuatro gotas de “solucién a” (ver 2.b.ii) sobre una luna de reloj de 7,5
cm de didmetro apoyada en fondo negro, y se adicionan dos gotas de solucion
de gelatina al 0,5%.
Observacion. - La formacion de un precipitado blanco indica la presencia de
taninos.
Reaccion de Liebermann-Burchard sobre las fracciones (b), (c) y la “soluciéon
b” de la fraccién (d) (Triterpenoides y esteroides).
Nota: El color y la intensidad varian de acuerdo a la estructura del compuesto, y
hay algunos compuestos que no desarrollan color.
i. Se separan 10 mL de la fraccion (c) en un tubo de 18x160 mm. Se concentra
hasta un volumen de 0,5 mL en el rotavapor y se traslada la solucién a un tubo

de 0,9 cm de diametro.



Vi.

En dos tubos de ensayo de 0,9 cm de diametro se adicionan 8 gotas de la
fraccion (b).

Se agrega a cada tubo 8 gotas de anhidrido acético y se agita fuertemente
durante 20 segundos.

Se deja reshalar por la pared de cada tubo 2 gotas de &cido sulfarico
concentrado sin agitar y se observa.

La fraccion (d) se lleva a sequedad con un rotavapor y se redisuelve en 2,5 mL
de etanol.

Se filtra la solucion a través de un embudo de 3,5 cm de didmetro y papel filtro
lento, recibiéndose el filtrado en un tubo de ensayo de 13 x 100 mm. Esto
constituye la “solucién b”.

Se coloca 0,8 mL de la “solucién b” en un tubo de ensayo de 13 x 100 mm y se
lleva a sequedad con la ayuda de un bafio maria. El residuo se disuelve en 0,5

mL de cloroformo y se siguen los pasos iii y iv.

Observacion. - La formacién de una fase superior verde, azul o negra a partir de
una interfase de color rojo o naranja indica reaccion positiva para triterpenos y
esteroides.

Reaccién de Borntrager sobre lafraccién (b) (Naftoquinonas y antraquinonas,

antronas y antranoles).

El resto de la fraccion (b) se dispone en un tubo de ensayo de 18 x 150 mm, se

aflade 5 mL de hidroxido de sodio al 5% en agua y se agita.

Observacidon. - Una coloracion roja en la fase acuosa indica la presencia de

quinonas, antronas o antranoles.
Reacciones para alcaloides sobre la fraccion (c) y la “soluciéon b” (Ver seccién

2.d.v)

Se lleva a sequedad la fraccion (c) y el residuo se disuelve en 2 mL de solucién

de acido clorhidrico HCI al 1%. Se colocan 3 gotas de la solucion acida en cada



una de tres lunas de reloj de 7,5 mm de didmetro apoyadas sobre fondo negro.
A la primera se le agregan 2 gotas del reactivo de Dragendorff, a la segunda, 2
gotas del reactivo de Mayer, y a la tercera, 2 gotas del reactivo de Wagner.
En un tubo de ensayo de 13 x 100 mm se lleva a sequedad 0,8 mL de la “solucién
b” con la ayuda de rotavapor. El residuo se disuelve en 0,3 mL de solucion de
acido clorhidrico HCI al 1%. Se filtra a través de papel de filtro lento y se reparte
el filtrado en tres lunas de reloj de 7,5 cm de diametro. Luego se adicionan los
reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner respectivamente.
Observacion. - La observacion de turbidez o precipitados anaranjado, crema y
marrén en
las reacciones de Dragendorff, Mayer y Wagner respectivamente indican la
presencia de alcaloides. La ausencia de precipitado o turbidez para alguno de los
reactivos indica que la muestra no tiene alcaloides.
Reaccion de Rosenheim sobre la “solucion b” (Ver seccion 2.d.v) y sobre la
fraccion (e) (Leucoantocianidinas y catequinas).
En un tubo de ensayo de 13 x 100 mm se colocan tres gotas de la “solucién b”
y se agrega 2 mL de agua. En otro tubo igual se colocan 2 mL de la
fraccion (e).
A cada tubo se le agrega 1 mL de acido clorhidrico concentrado, se agita y se
calienta durante 10 minutos en bafio maria.
Se deja enfriar las mezclas, se agrega en cada tubo 8 gotas de alcohol amilico
y se agita.
Las mezclas se dejan en reposo y luego se observan las fases amilicas.
Observacion. - Una coloracién roja en la fase amilica indica la presencia de

leucoantocianidinas, un color marron indica la presencia de catequinas.



Reaccién de Shinoda sobre la “soluciéon b” (Ver 2.d.v) y sobre la fraccion (e).
(Flavonoides, excepto chalconas, dihidrochalconas, catequinas e
isoflavonas).
i. Enun tubo de ensayo de 13 x 100 mm se colocan tres gotas de la “solucién b”
y se agrega 2 mL de agua. En otro tubo igual se colocan 2 mL de la fraccion (e).
ii. A cadatubo se le agrega 1 mL de &cido clorhidrico concentrado y se agita bien.
iii. A cada tubo se agregan limaduras de magnesio y se agita. Luego se deja
reposar los tubos por 5 minutos.
iv. Se adicionan 8 gotas de alcohol amilico a cada tubo, se agita y se deja reposar
nuevamente. Se observa el color de la fase amilica.
Observacion. - Una coloracion roja o rosada en la fase amilica indica la presencia
de flavonoides (excepto chalconas, auronas, catequinas e isoflavonas).
Prueba de la espuma sobre la fraccion (f) (saponinas)
i. Se coloca 1 mL de la fraccién (f) en un tubo de ensayo de 13 x 100 mm vy se
agita durante 15 segundos. Luego se deja en reposo durante 15 minutos. Se
mide la altura de la espuma.

Observacion. - La formaciéon de espuma de una altura mayor a 5 mm y que

permanezca por lo menos 15 minutos indica la presencia de saponinas.



Anexo 2. Tamizaje fitoquimico

(Migdalia Miranda, 2002)

En este caso se emplea un esquema que utiliza la extraccion sucesiva con
solventes depolaridad creciente.

Procedimiento:

La planta fresca, seca o residuo de una extraccién; es sometida a tres extracciones
sucesivas segun el esquema de la Figura (a), a cada extracto I, Il y I, se le mide el volumen
obtenido y se le calcula su concentracion, esto es, gramos de sustancias extraidas por mL
de extracto. Para ello se toma una alicuota de 5 mL y se trasvasa a una capsula
previamente tarada, se evapora sequedad en bafio de agua y se pesa nuevamente. Se
procede de igual forma que la técnica descrita para la determinacion de sustancias
solubles.

Posteriormente en cada extracto por separado se procede de acuerdo a los
esquemas representados en las Figuras (b) y (c), en cada caso para realizar los ensayos

se procede de la siguiente forma:



30-50g

Material Vegetal

Extraer con 900-150 mL de éter etilico por maceracion
durante 48 horas a temperatura ambiente

Filtrar
EXTRACTO ETERED | Residuo Solido
Medirvolumen y calcular Secary pesar
Extraer 3 wveces el peso del
residuo en wvolumen con
etanol  por  maceracion
durante 48 horas
Filtrar
Residuo Salido
Secary pesar EXTRACTO
| ALCOHOLICO 11
Extraer 3 weces el pesoc del Medlrvnlur-'rfenvtaltular
residuo en volumen con agua concentracion
destilada  por maceracion
durante 48 horas
Filtrar
I EXTRACTO ACUOSOIN
|' Medirvolumen y

Residuo Solido
Secar, pesar Y
desechar

Figura (a). Extraccion sucesiva del material vegetal para la aplicacion de técnicas de

Tamizaje Fitoquimico.



30-50g Material Vegetal

Extraer con 900-150 mL de éter etilico por maceracian
durante 48 horas a temperatura ambiente

Filtrar

EXTRACTO ETERED |
Medir volurmen y calcular
concentracion

Residuo Sclido
Secary pesar

Extraer 3 veces el peso del residuo en
volumen con etanol por maceracion

durante 48 horas

Filtrar

Residuo Solido
Secar y pesar

EXTRACTO
ALCOHOLICO 1

Extraer 3 veces el peso del residuo en
valumen con agua destilada por maceracidn

Filtrar

Medir volumen ¥
calcular concentracidn

EXTRACTO ACUOSO I
Medir volumen v calcular

Residuo Solido Secar,
pesar y desechar

concentracion

Figura (b). Esquema de las reacciones a realizar en el extracto de Eter Etilico



& mL en 3 parciones 2 mlL Ensayo de
Ensayos de Dragendorff, P - Fehling (Azdcar
Mayer v Wagner - reductores)
(alcaloides)
Efml_. Ensayo de Claruro EXTRACTO 2 mL Ensayo de
Férrico - ACUOSO

: h - ) * Espuma
(Taninos) Dividir Fracciones .

(saponinas)

10 mL Ensayo de
Mucilagos

v

2ml Ensayos de

r

Shinoda (Flavonoides)

2 gotas Ensayo
de Principios
Amargos

L J

Figura (c). Esquema de las reacciones a realizar en el extracto de Acuoso

Ensayo de Sudan: permite reconocer en un extracto la presencia de
compuestos grasos, para ello, a la alicuota de la fraccion en el solvente de extraccién,
se le aflade 1 mL de una solucién diluida en agua del colorante Sudan Ill o Sudan IV.
Se caliente en bafio de agua hasta evaporacién del solvente.

Ensayo de Dragendorff: permite reconocer en un extracto la presencia de
alcaloides, para ello, si la alicuota del extracto esta disuelta en un solvente organico,
este debe evaporarse enbafio de agua y el residuo re disolverse en un 1 mL de HCl al
1% en agua. Si el extracto es acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de HCI
concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la polucion
acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivode Dragendorff, si
hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++).

Ensayo de Mayer: de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la

solucién acida. Afada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2 6
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3 gotas de reactivo de Mayer, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida
(++), precipitado (+++).

Ensayo Wagner: se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion
acida, afladiendo gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.

Ensayo fe Baljet: permite reconocer en un extracto la presencia Coumarinas
aungue también da positivo en presencia de grupos lacténicos.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y redisolverse en menor cantidad de alcohol
(1 mL). En estas condiciones se adiciona el reactivo, considerandose un ensayo
positivo la aparicion de coloracién(+) o precipitado rojo (+++).

Ensayo de Hidroxamato ferrico para coumarinas: una gota del extracto se
coloca en una palca de porcelana y se afiade una gota de clorhidrato de hidroxilamina
disuelto en etanol al 10 %, se afiade unas gotas de hidroxido de potasio al 10% en
etanol y se calienta a la llama hasta burbujeo, se afiade unas gotas de acido clorhidrico
0.5 mol/L, y una gota de cloruro férrico al 1%en agua. El desarrollo de una coloracion
violeta (+), claro (++), intenso (+++).

El reactivo de Baljet se prepara de la siguiente forma:
Solucién 1: hidréxido de sodio al 10 % en agua.
Solucién 2: acido picrico al 1% en etanol.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual
cantidad en volumen cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo.
Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar.

Ensayo de Borntrager: permite reconocer en un extracto la presencia de
qguinonas. Para la alicuota que no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua el residuo re disolverse en un 1 mL de cloroformo. Se
adiciona 1mL de hidréxido de sodio, hidréxido de potasio o amonio al 5% en agua. Se

agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta la separacion. Si la fase acuosa
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alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo es positivo. Coloracién rosada
(++), coloracion roja (+++).

Ensayo de Libermann-Burchard: permite reconocer en un extracto la
presencia de triterpenoides y/o esteroide.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe
evaporarse en bafio de agua y re disolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL
de anhidrido acético y mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayo se dejan resbalar
2-3 gotas de acido sulfurico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por un
cambio rapido de coloracion:

1- rosado-azul muy rapido.
2- verde intenso-visible, aunque rapido
3- verde oscuro-negro-final de la reaccion.

Ensayos de Catequinas: para ello, tome de la solucion alcohdlica obtenida
una gota, conla ayuda de un capilar y aplique la solucién sobre papel filtro. Sobre la
mancha aplique carbonatode sodio. La aparicién de una mancha verde carmelita indica
un ensayo positivo.

Ensayo de Resinas: para detectar este tipo de compuesto, adicione a2 mL
de la solucién alcohdlica, 10 mL de agua destilada. La apariciébn de un precipitado
indica un ensayo positivo.

Ensayo Fehling: permite reconocer en un extracto la presencia de azucares
reductores. Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo re disolverse en 1-2 mL de agua.
Se adicionan 2 mL de reactivo y se calientaen bafio de agua 5-10 minutos la mezcla.
El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece precipitado
rojo. El reactivo se prepara de la siguiente manera:

Solucién A: se pesan 35g de sulfato cuprico hidratado cristalizado y se

disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

12



Solucién B: se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de
hidréxido de sodio yse disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla
igual cantidad envolumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el
ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar.

Ensayo de la Espuma: permite reconocer en un extracto la presencia de
saponinas, tantodel tipo esteroidal como triterpénica. De modo que, si la alicuota se
encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla
fuertemente durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo s aparece espuma de la superficie del liquido
de mas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.

Ensayo de Cloruro Férrico: permite reconocer la presencia de compuestos
fendlicos y/otaninos en un extracto vegetal. Si la planta con alcohol, el ensayo
determina tanto fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcohdlico se le
adicionan 3 gotas de una solucién tricloruro férrico al 5 % en solucion salina (cloruro
de sodio al 0.9% en agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina
fundamentalmente taninos. A una alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para
neutralizar y tres gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5% en solucién salina,
un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion general:

1- desarrollo de coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
2- desarrollo de coloracién verde intenso, taninos del tipo pirocatecolicos.3-
desarrollo de coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de la Ninhidrina: permite reconocer en los extractos vegetales la
presencia de amino&cidos libres o de aminas en general. Se toma una alicuota del
extracto en alcohol, o el residuo de la concentracion en bafio de agua, si el extracto se

encuentra en otro solventeorgénico, se mezcla con 2 mL de solucién al 2% de
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ninhidrina en agua. La mezcla se calienta 5- 10 minutos en bafio de agua. Este ensayo
se considera positivo cuando se desarroll6 un color azul violaceo.

Ensayo de Shinoda: permite reconocer la presencia de flavonoides en un
extracto de un vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye
con 1 mL de acidoclorhidrico concentrado y un pedacito de cinta magnesio metalico.
Después de la reaccidn se espera 5 minutos, se afiade 1mL de alcohol amilico, se
mezclan las fases y se deja reposar hasta que se separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a
partir de la adicion del acido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de
amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los casos.

Ensayo de Kedde: permite reconocer en un extracto la presencia de glicosidos
cardioténicos. Una alicuota del extracto en etanol se mezcla con 1 mL del reactivo y se
deja reposar durante 5-10 minutos. Un ensayo positivo es en el que se desarrolla una
coloracién violacea, persistente durante 1-2 horas. El reactivo de kedde se prepara de
la siguiente manera:
1-solucion 1: acido 3,5 dinitrobenzoico al 2% en metanol.
2-solucion 2: hidroxido de potasio al 5,7% en agua.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual
cantidad envolumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo.
Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar.

Ensayo de Antocianidinas: permite reconocer en los extractos vegetales la
presencia de estas estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides.
Se calienta 2 mL del extracto etandlico 10 min. Con 1 mL de HCI conc. Se deja enfriar
y se adiciona 1 mL de agua y2 mL de alcohol amilico. Se agita y se deja separar las
dos fases. La aparicion de color rojo a marrén en la fase amilica, es indicativa de un

ensayo positivo.
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Ensayo de Mucilagos: permite reconocer en los extractos de vegetales la
presencia de esta estructura tipo polisacérido, que forma un coloide hidréfilo de alto
indice de masa que aumenta la densidad del agua donde se extrae. Para ello una
alicuota del extracto en agua se enfria a 0-5 °C y si la solucién toma una consistencia
gelatinosa el ensayo es positivo.

Ensayo de principios amargos y astringentes: el ensayo se realiza
saboreando 1 gota del extracto acuoso o del vegetal reconociendo el sabor de cada

uno de estos principios, bien diferenciados al paladar.
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Anexo 3. Marcha fitoquimica preliminar

(De acuerdo al procedimiento de Villacrez O., Victor-1995)

Alcaloides: para realizar las pruebas de alacaloides, es necesario realizar un
blanco con un alcaloide puro o una planta en al que su presencia haya sido
comprobada, para efectos de comparacion.

Sobre una placa de toque colocar 10 gotas de extracto acuoso, preparado con
acido clorhidrico 1% afadir 2 gotas de reactivo de Drangerdorff, Mayer o Wagner.
Observar lapresencia de precipitados en caso positivo.

Saponinas: preparar extracto acuoso utilizando agua destilada, colocar 1 mL
del extractoen un tubo de ensayo, calentar en bafio de agua hirviente, dejar enfriar y
luego agitar por 30 segundos. Observar la presencia de espuma persistente en caso
positivo debe permanecer por lo menos 2 minutos.

Taninos: preparar un extracto etandlico, utilizando etanol de 95 %. Tratar dos
alicuotas del filtrado con: solucién de gelatina-sal al 1% y solucién de hierro Il cloruro
al 1%. Observar elprimer caso la formacién de un precipitado blanco y en el segundo
si hay coloracién azul, verde, pardo o negro, en caso positivo.

Antroquinonas: reacciéon de Bornstrager. Hervir 0,3 g de planta pulverizado
con 10 mL de hidréxido de potasio al 5% y 1 mL de peréxido de hidrogeno al 6%. Se
enfria la solucién, se filtra o centrifuga; el filtrado acidular con acido acético y se afiade
benceno para extraer, 5 mL dela polucién bencénica se agita con hidréxido de sodio o
hidréxido de amonio al 10 %, se observala coloracion roja de la capa acuosa.

Triterpenoides: Una porcion de extracto etandlico evaporar a sequedad,
tratarle luego con el reactivo de anhidro ascético-acido sulfurico-cloroformo (10:1:25)
por 1-2 minutos, observar el aparecimiento de colores rojo, rosa, purpura o azul.

Flavonoides: reaccion de Shinoda. Preparar un extracto metandlico con la

muestra seca ypulverizada, al extracto afadir limaduras de magnesio, mas &acido
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clorhidrico concentrado. Observar el desarrollo de coloracion luego de varios minutos,
comparar con el extracto.
Tonos rojos: flavonas
Rojos a crimson: flavonoles
Crimson a magenta: flavononas
Algunos azules y verdes son positivos.
Glicosidos cardiotdnicos: Reacciona de Tollens. Extracto etandlico mas 5-8
gotas de piridina mas 4-6 gotas de Tollens fresco, espejo de plata.
Cumarinas: 0,5 g de muestra seca pulverizada, afiadir 5 mL de agua destilada,
se cubre con un papel filtro humedecido en solucion de hidroxido de sodio al 10 %. Se
coloca en bafio de agua hirviente varios minutos, el papel se expone a luz ultravioleta.

La aparicion de fluorescencia azul o amarillo verdosa nos indica reaccién positiva.

17



Anexo 4. Andlisis cualitativo para la deteccion de alcaloides

presentes en plantas (Reyna-1992)

Para la deteccion de alcaloides presentes en plantas se utilizan muchos reactivos
de precipitacion y de coloracién, algunos de los cuales se consideran de aplicacion general
mientras que otros son de uso mas selectivo. Entre los reactivos generales de precipitacion
podemos citar el “reactivo de Mayer” (mercurio-yoduro de potasio) y el “reactivo de
Dragendorff” (yoduro de bismuto y potasio).

Todos estos reactivos actian sobre los alcaloides en soluciones de &cido
clorhidrico o sulfarico diluidos. Debe usarse unas gotas del reactivo, pues un exceso puede
disolver el precipitado.

A continuacién, se describen los procedimientos y la preparacién de los reactivos
para los Test de Mayer y Dragendorff.

A. Test de Mayer

Este reactivo da con casi todas las soluciones de alcaloides, precipitados
de color blanco, blanco amarillento, o amarillo limén claro. Los precipitados son
cristalizables. Es un reactivo muy sensible.

1. Procedimiento

I. Se colocan 0,5 g de hojas desmenuzadas o pulverizadas en un tubo de ensayo
de 18 x 150 mm. (para pruebas comparativas debera hacerse con muestras
debidamente pesadas y las mismas cantidades).

ii. Se adiciona 10 mL de etanol y se coloca en un “bano maria” (bafio de aceite a
90°C), y se hace hervir por 5 minutos. Se filtra la solucion etandlica, a través de
papel filtro “rapido” y un embudo de vidrio pequefio, recibiéndose los filtrados en un
tubo de ensayo seco de 18 x 150mm.

iii. Se concentra la solucién etandlica a sequedad. Para esto hay tres alternativas:

» Utilizando el “bafo maria

» Utilizando el rotavapor
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Vi.

Vii.

viil.

« Utilizando un “mechero de bolsillo”
Una vez seco, se deja enfriar y sobre el residuo se agrega de 2 a 5 gotas de una
solucion de &cido clorhidrico al 2%. Se agita el tubo de manera de disolver todas
las particulas sélidas.
Se filtra el liquido (debe tenerse un filtrado completamente limpio) a dos tubos de
ensayo de 13 x 100 mm secos de modo que en cada uno haya volimenes
aproximadamente iguales.
Se coloca ambos tubos delante de un papel blanco.
Separadamente, a cada uno de los tubos se le agrega, gota a gota, 2 gotas
de“reactivo de Mayer” y se observan los cambios que se producen.
La precipitacion da un sélido blancuzco o amarillento lechoso indica la presencia
de alcaloides.
Si no hay cambio en la apariencia de la soluciéon esto indicara la ausencia de
alcaloides.
Reactivo de Mayer

Se disuelven 1,36 g de cloruro de mercurio (1) HgCI2 en 60 mL de agua y
5 g de yodurode potasio Kl en 10 mL de agua. Se juntan las dos soluciones y se
afora a 100 mL.
Test de Dragendorff

Este reactivo da con los alcaloides, en soluciones débilmente aciduladas
con acidosulfarico, precipitados de color rojo o anaranjado, amorfos, poco estables
y cristalizables.
Procedimiento

El procedimiento es el mismo que aquel del test de Mayer, excepto que el

reactivo utilizado es el de Dragendorff.
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Reactivo de Dragendorff

Se disuelven 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado Bi (NO3)3.5H.0 en 20
mL de acido nitrico HNOs; concentrado (d = 1,18 g/mL), y 27,2 g de yoduro de
potasio Kl en 50 mL de agua. Se mezclan las dos soluciones, y se deja en reposo

durante 24 horas. Se decanta y se afora a 100 mL.
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Anexo 5. La “Quina” (Cinchona Pubescens)

Referencia. - Pérez Garcia, W. (2017). Evaluacion etnobotanica medicinal de la
comunidad de Buenos Aires, Jaén, Cajamarca-Perq.

Familia: Rubiaceae

Nombres comunes: Cascarilla amarilla, cascarilla colorada, cascarilla roja,
cascarilla boba, quina, quina blanca, quina amarilla, cascarilla de Carabaya, cascarilla de
Santa Ana, cascarilla fina, cascarilla morada cascarilla mula, cascarilla pata de gallareta,
cascarilla pata de gallinazo, cascarilla verde, cascarilla zamba morada, cargua-cargua,
palo blanco, corteza roja.

Descripcion botanica: Arbol, 10 m de altura, ramificacion simpodial, copa globosa,
corteza externa color marrén gris, apariencia fisurada, corteza interna, color rojizo
amarillento, hojas simples opuestas y decusadas de forma eliptica a ovada, apice agudo,
base obtusa, forma eliptica todas tienen una vena media bien desarrollada con venas
laterales mas o menos prominentes. Las flores se encuentran en paniculas terminales. Los
frutos son capsulas de color marron oscuro de forma elipsoide.

Parte usada de la planta: Hojas y corteza.

Formas de preparacion: Cocimiento, macerado en aguardiente, extracto de las
hojas.

Usos y dosificacion: Es una planta milenaria muy utilizada debido a sus
propiedades curativas como antiséptico, febrifugo, astringente, antioxidante, digestivo,
antibidticoy  anestésico, utilizada para el paludismo y dengue; se hierve la corteza por
diez minutos y se toma %2 vaso dos veces diarias, para dolores menstruales de estébmago
y de cabeza se macera la corteza con aguardiente y se suministra cuando se presenta el
dolor, en dosis moderadas no genera contraindicaciones, pero si se abusa puede provocar
dolor de cabeza y nauseas, el jugo de las hojas molidas es usado para lavar heridas y para

la caida del cabello realizando enjuaguesdiarios.
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Principios activos: Catequinas combinadas con 20 alcaloides tales como, la

quinina, quinidina, cinconina, cinconidina.

Figura (d). Cinchona pubescens Vahl (Ramita terminal, inflorescencia y corteza

interna). Foto por Perez -2017.
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Procedencia: Muestra entregada por la Prof. Joaquina Alban

Anexo 6. Resultados de la marcha fitoquimica preliminar

(De acuerdo al procedimiento de Rondina y Coussio-1969)

Muestra (Nombre comun y cientifico): Cinchona pubescens (Tallos) (Cod. 15821)

Observaciones (color de
Prueb ., |Fracc|Resultad )
o . Pruebas coloracion | | solucione y/o
aN° |Principio Activo ion  |os (*) o
precipitados)
Aminogrupos a + Violeta tenue
primarios y/o o
01 _ Ninhidrina f + Violeta tenue
secundarios
Grupos fendlicos o
02 ) Cloruro férrico a + Verde parduzco
libres
03 Taninos Gelatina a ++ Precipitado blanco
b + Anillo verde tenue
) Reaccion Liebermann -
Tripertenos 'y C - Anillo pardo
04 ) Burchard
esteroides d - Anillo incoloro
Quinonas, antronas|Reaccién
05 b + Rosado tenue
0 antranoles Borntrager
. ++ ipi
Reaccion c Precipitado crema
Draggendorff d - No hay formacion de precipitado
C ++++ Precipitado crema
Reactivo de Mayer | ++ Precipitado crema
06 Alcaloides — ,
C ++++ Precipitado anaranjado
ReactivoWagner
d ++ Precipitado anaranjado
Leucoantocianidina d - Fase amilica rosado muy tenue
s (rojo), catequinas y ]
07 3 Reaccion Rosembeim = i
(marrén) e + ase amilica marron muy tenue
Flavonoides d - Fase amilica amarillo tenue
excepto chalconas,
auronas, y )
08 Reaccion Shinoda o
catequinas e + Fase amilica marron muy tenue
isoflavonas
09 Saponinas Prueba de espuma  |f + h=0,45cm
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Cantidad de la muestra: 5 g, 1g

Fecha de Andlisis: 15. May - 20. jun.06

Analista: Karin Loayza Ochoa (Supervisién: E. Céndor)

Proyecto: Proyecto de Investigacion - 2006

® Convencion: Abundante (+++), regular (++), poco (+), negativo (-)

Para aminogrupos Yy triterpenos-esteroides, la observacion macroscopica del color de la
prueba no guarda relacion con la cantidad de sustancia presente.

Resumen de resultados:

Contiene. - Aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos libres, taninos,
triterpenos y esteroides, quinonas, antronas o antranoles, alcaloides, catequinas,
saponinas y flavonoides

Fecha del Informe: 15. set. 06

Nombre: Karin Loayza Ochoa
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Anexo 7. Resultados de tamizaje fitoquimico

(De acuerdo al procedimiento de Migdalia Miranda — 2002)

Muestra (Nombre comun y cientifico): Cinchona pubescens (Tallos) (Cod. 15821)

Procedencia: Muestra entregada por la Prof. Joaquina Alban

Cantidad de la muestra

Fecha de Analisis

13049

1 06. Jun - 29. Set.06

Analista : Karin Loayza Ochoa (Supervision: E. Condor)
Pruebas de
Pru. |Clase de Producto » Resulta )
coloracion o|Extracto Observaciones
Natural L dos (*)
precipitacion
Amino4cidos libres o ]
) Ninhidrina EtOH + Violeta tenue
0 aminas en general
Fenoles y Taninos EtOH ++ Color verde oscuro
Cloruro férrico
Taninos Acuoso |++ Color azul oscuro
EtOH + Coloracion rosado tenue
Flavonoides Ensayo de Shinoda
Acuoso |- Fase amilica incolora
Triterpenoides  y/o|Ensayo de Liebermann|Etéreo |+ Anillo color azul verdoso
esteroides Burchard EtOH - Anillo marrén
Quinonas Ensayo de Borntrager |EtOH ++ Fase acuosa roja
Etéreo |- No se observa precipitado
Reactivo deDragendorff|EtOH - No se observa precipitado
Acuoso |- No se observa precipitado
Etéreo |-
. Reactivo de Mayer EtOH +++ Precipitado crema
Alcaloides
Acuoso |+ Turbidez blanca
Etéreo |- No se observa precipitado
) EtOH + Turbidez anaranjada
Reactivo de Wagner
Se observa precipitado color
Acuoso |-
negro
C6-C3-C6 del grupo|Ensayo de . ,
o EtOH ++ Fase amilica color rojo
de Flavonoides Antocianidina
Catequinas Ensayo de Catequizas |EtOH + Fluorescencia verde
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Pruebas de
Pru. |Clase de Producto y Resulta )
coloracion o|Extracto Observaciones
N°  [Natural o dos (*)
precipitacion
(LV)
Lactonas y Etéreo |- Precipitado anaranjado
9 ) Ensayo deBaljet
Coumarinas EtOH - Precipitado anaranjado
EtOH + h=13cm
10 |Saponinas Ensayo de Espuma
Acuoso |+ h=1,4cm
Glicésidos Observacion del espejo de
11 L Ensayo de Tollens EtOH +
Cardiotonicos plata
EtOH - Precipitado anaranjado
12 |Azlcares Reductores |[Ensayo de Fehling
Acuoso |- Precipitado anaranjado
13 |Polisacaridos Ensayo de mucilagos |Acuoso |- No se observa fase gelatinosa
) Ensayo de )
14 |Coumarinas EtOH - No se observa cambio

Hidroxamato Férrico

(*) Convencion (+++) abundante; (++) regular; (+) poco

Para aminogrupos Yy triterpenos — esteroides, la observacion macroscopica del

color de laprueba no guarda relacion con la cantidad de sustancia presente.

Resumen de resultados:

Contiene.

flavonoides,

triterpenoidesy/oesteroides,

saponinas y glicosidos cardiotén.

quinonas,

No contiene. - Lactonas y coumarinas, y coumarinas.

Fecha del Informe:

15. set. 06

Nombre: Karin Loayza Ochoa

- Aminoacidos libres o aminas en general, fenoles y taninos,

alcaloides, catequinas,
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Anexo 8. Resultados de la marcha fitoquimica preliminar

(De Acuerdo al Procedimiento de Villacrez O., Victor-1995)
Muestra (Nombre comun y cientifico): Cinchona pubescens (Tallos) (Cod. 15821)
Procedencia: Muestra entregada por la Prof. Joaquina Alban
Cantidad de la muestra: 10 g
Fecha de Analisis: 29 May.; 1, 6, 7. Jun; 8 y 15. set.06

Analista: Karin Loayza Ochoa (Supervision: E. Condor)

Prueba o _ Pruebas de|Resultados |Observaciones (color de
Principio Activo y ) o
Ne° coloracion * soluciones y/o precipitados)
Gelatina + Turbidez blanca
1 Taninos
Cloruro Férrico + Coloracion azul tenue
Triterpenos y Reaccion de
2 ) ) ++ Se observa un color azul
esteroides Lieberman Burchard
] Reaccion de )
3 Antraquinonas +++ Fase acuosa rojo
Borntrager
Reaccién Draggendorf|+ Precipitado anaranjado
4 Alcaloides Reactivo de Mayer ++ Precipitado crema
] Precipitado(marrén)
Reactivo de Wagner |++ .
anaranjado
Flavonoides
5 excepto chalconas,|Reaccion de Shinoda |+ Fase amilica rosada
auronas
6 Cumarinas - No se observa fosforescencia
7 Saponinas Prueba de la espuma |+ h=1,3cm
Glicosidos Se observa un precipitado
8 o Prueba de Tollens + )
cardiotonicos plomizo

® Convencién: Abundante (+++), regular (++), poco (+), negativo (-)

Para aminogrupos Yy triterpenos-esteroides, la observacion macroscépica del

color de la prueba no guarda relacién con la cantidad de sustancia presente.
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Resumen de resultados:

Contiene. - Taninos, antraquinonas, alcaloides, flavonoides, saponinas, glicosidos
cardiotdnicos, triterpenos y esteroides

No contiene. - Cumarinas.

Fecha del Informe: 15. set. 06

Nombre: Karin Loayza Ochoa
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Anexo 9. Determinacién del punto de equivalencia de la

valoracién potenciométrica.
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Figura (e). Curva de Titilacion Potenciométrica del primer analisis segun United States

Pharmacopoeia — USP, 20th Ed., - 1980 (Ver Sec. F. Andlisis cuantitativo de alcaloides,

Pag. 59)
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Anexo 10. Determinacion cuantitativa de alcaloides totales en los

tallos de la Quina (C. Pubescens)

(Segunda determinacion)

i, Al agregar un exceso de solucion de acido sulfurico H2SO4(ac) (20 mL, 0,5046

N) alExtracto Bruto de Alcaloides, ocurre la reaccion:

y se tiene que:

N° meq &cido (sobrante) = N° meq acido total — N° meq alcaloide... (a)
donde

N° meq acido total = N x V = 0,5046 x 20 = 10,092 meq (B)

i. El &cido sulftrico H.SOu(ac) sobrante, que queda sin reaccionar con el alcaloide,
se titula con 19,2 mL de solucién de hidréxido de sodio NaOH(ac) 0,5097 N, segln
la ecuacion:

H2SO4 (ac) + NaOH(ac) ——— > H20(l) + Na2SO4(ac)
y en el punto de equivalencia se cumple que:
N° meq. Acido (sobrante) = N° meq. base.............ccceeveurenene. (y)

iii. La cantidad (meq) de hidroxido de sodio (N=0,5097 y V = 19,2 mL) se determina
por la relacién: N° meq =N x V (mL)

N° meqg base = Nnaon X V naoH
N° meqnaor) = 0,5097 N x 19,2 mL

N° meq(NaOH) = 9,7862 meq
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Vi,

Vii.

La cantidad de meq de acido sobrante se determina por la relacion

N° de meq (Hzso4) SObrante = 9,7862 Meq ........eevveeeieeeiiiiiiiiiieeeeeeeee (€)

La cantidad (en meq) de alcaloides presentes se determina reemplazando las
cantidades (y) y (¢) en la relacion (a):

N° meq de alcaloide = N° meq de acido total — N° meq de acido (sobrante)
=10,092 meq - 9,7862 meqg = 0,3057 meq

La cantidad (en mg) de alcaloides (quinina) se determina teniendo en cuenta que:

M
W v 1Eq-g=—""

Neeq= —W
9% 1Eq-g 0

Donde © es el numero de hidroégenos intercambiados en la reaccién acido-base
(para la quinina © = 1) y M es el peso molecular de la sustancia (para la quinina M=
324,41 g/mol).

Luego: W=N°meq xM

W = 0,3057 x 324,41g/mol

W = 99,191 mg de quinina (en 20 g de muestra seca)

El porcentaje de alcaloides en la muestra se determina por la relacién:

20g — 100%
0,0991g — = % de alcaloides (como quinina)

0,0991X100

% de alcaloides (como quinina) = =

= 0,49%
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Anexo 11. Ensayos de aislamiento y purificacién de alcaloides

Obtencién de Quinina, mediante la formacion de Sulfato de Quinina (28.May.-

jun.2007) (Ref. A. A. Rojahn, Productos Quimicos y Farmacéuticos, Ed. Atlante S. A,,

México, 1946,Tomo lll, P4gs. 2050-2053).

1. Obtencién del sulfato Quinina.

Vi.

Vil.

viii.

El extracto bruto de alcaloides, EBA-1 (1 627mg) se disolvié en 45 mL de
cloroformo, observandose una solucién marrén oscuro.

El extracto organico se extrajo con H2SO4 0,5N (1 350 mL) hasta obtener
una prueba negativa de Mayer (pH = 1,02(1)).

La solucién acida se lavo con cloroformo (2x300 mL).

La solucién acida se llevé a un pH =7, con 90 mL de NH;3 (conc). Se observo
un precipitado marrén oscuro.

El precipitado se separ6 de la solucién a través de una filtracién a vacio,
utiizando un embudo de vidrio fritado (se guardd para tratamiento
posterior).

El filtrado se llevé a pH = 6(1), con 8 mL de H,SO. 0,5 N (Volumen total
obtenido=1 430 mL, solucién de color amarillo).

La solucion a pH= 6 se tratd con carbon activado, para aclarar la solucion,
y se dejoé en reposo por una noche para la precipitacion del sulfato de
quinina (Vieta~1,5 L).

Al dia siguiente no se observé ningun precipitado por lo que se opté por la
concentracion de la soluciéon en bafio maria (temperatura del bafio = 80-
90°C), hasta un volumen de 5000mL.

Durante la concentracion se observé la formacion de un soélido blanco, al
cual se determin6 el punto de fusion (2), correspondiente al sulfato de

amonio (237°C).
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2.

Obtencién de la quinina

X.

Xi.

Xii.

Xiii.

Xiv.

XV.

XVi.

A la solucién acuosa concentrada (500 mL) se adicioné aproximadamente
25 mL NHs(conc.) (pH basico) hasta la precipitacion total de la quinina, la
cual precipit6 junto con el sulfato de amonio y otras impurezas. Se filtr6 el
sélido por decantacién (centrifugacion), el cual no se peso6. El volumen
basico restante (aproximadamente 500mL) el cual dio prueba de alcaloides
positivo.

El liguido basico aproximadamente 500mL se coloca en un a capsula de
porcelana (¢= 70mm) se concentra a sequedad en bafio Maria (80-90°C),
durante aproximadamente 2 horas, sin agitacion, hasta la obtencién de un
sé6lido blanco amarillento, que no se peso.

El solido se disolvi6 en etanol aproximadamente 50mL, quedando sin
disolver el sélido blanco (que resultdé ser el sulfato de amonio, p.f. 145-
150°C) (p.f. sulfato de amonio es146,9 °C ref. lange).

La solucion etandlica (que se espera obtener quinina) se lleva a sequedad
en bafio maria (80-90°C), durante aproximadamente 15 minutos.
Obtencidn de un sélido color marrén claro peso = 105mg (A2 EBA-1) p.f. =
222°C (p.f quinina= 177°C) (p.f.= cinconina = 255°C).

El solido se disolvio con 80 mL de etanol, separando el sulfato de amonio
(s6lido blanco) de la quinina por filtracion a presiéon normal.

La solucion etandlica con quinina disuelta se concentré a bafio Maria (80-
90°C) hasta obtener un sélido de color blanco ligeramente amarillento

(masa = 85 mg). (al EBA-1)

Andlisis por cromatografia en capa fina (15 jun. 2007)

Condiciones de trabajo

Placa: Silicagel 60 F 254

Eluente: Cloroformo-Acetona-Amoniaco (10:17:1)
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Revelador: UV, A = 336 nm

Muestra sembrada: quinina (Qu) y extracto etandlico (E.E.-1)
i. Resultados

Rf (Qu) = 0,64

Rf(EBA-1) ____, Rf(1)=0,64

Se observaba colas marrones

Observaciones: Frente a la luz UV de onda larga se observar fluorescencia lila
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Anexo 12. Obtencion de los extractos brutos de alcaloides

1. Extraccion sélido - liquido: Obtencion del Extracto Bruto Organico
(Descripcion delprimer ensayo: 29. Set’2006 - 18. Ene’2007)

a. Desengrase en frio con n-hexano.

i. Enun frasco erlenmeyer de 1 L se colocd 150 g de la muestra y se adicioné 450
mLde n-hexano. La mezcla se puso en agitacion'®, a temperatura ambiente,
durante una hora, y luego se dejo en reposo hasta el dia siguiente (24h).

ii. Se separ6 el liquido sobrenadante de color amarillo oscuro, con una pipeta
volumétrica de 50 mL. Al sélido restante se adicion6 una nueva porcion de 450 mL
de n-hexano y se agitd. Este procedimiento se realiz6é 3 veces con 450 mL, 5 veces
con 250 mL y 4 veces con 300 mL*®, (29/09/06 al 15/11/06).

iii. Finalmente, el sélido hiumedo se transfiri6 a una bandeja de 17cm x 26 cm, y se
dej6 secar al aire a la temperatura ambiente.

b. Alcalinizacion con solucion de amoniaco concentrado.

La muestra seca y desengrasada (140 g) se introdujo en un cartucho de
tocuyo, y se colocé dentro del equipo soxhlet. Luego se afadioé sobre el cartucho,
con la ayuda de una pipeta, 200 mL de solucién de amoniaco concentrado NHs (ac)
15 N, humedeciéndose asi completamente toda la muestra, y se dejé en reposo
durante dos horas.

c. Extraccién con solventes

I. Maceracion con metanol-cloroformo (1:1)
Sobre la muestra alcalinizada, que se encontraba dentro del cuerpo central

del equipo soxhlet, se adicion6 200 mL de una mezcla de metanol-cloroformo (1:1)

18 Para la agitacion se utilizé un agitador eléctrico de eje flexible con paleta de vidrio MLW
ER10.
19 Para la agitacion se utilizé un agitador eléctrico de eje flexible con paleta de vidrio MLW
ER10
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y se dejo macerar durante 24 horas. La solucion final adquirié un color marrén
oSscuro.

Extraccion con mezcla de solventes

Sobre la muestra, que se encontraba dentro del cuerpo central del equipo
soxhlet, se le adicion6é 900 mL de una mezcla de metanol- cloroformo-acetato de
etilo (1:1:4) y se extrajé con soxhlet durante 4 horas/dia, por 24 dias (96 horas)
hasta que el solvente en el cuerpo central del soxhlet dio test de Mayer negativo.
Eliminacion del solvente

Todos los extractos organicos se juntaron y luego se concentré en el
rotavapor (30 °C, 400-300 mbar), casi hasta sequedad, obteniéndose el Extracto
Bruto Orgénico, de color marrén oscuro, que no se peso.
Separacion liquido-liquido: Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides
(Descripcion del segundo ensayo: 14. Feb’2007-22. Mar’'2007).
Disolucion del extracto bruto organico con solucion acida
El extracto bruto organico se disolvio en solucion de acido sulfarico H2SO4 (ac) 0,5
N.
Este procedimiento se realizo tres veces mas, con diferentes cantidades de acido
(2 x 350 mL). El sélido remanente dio prueba negativa de alcaloides (test de Mayer)
y se descarté.
Los extractos acuosos acidos, de color marrén claro, se reunieron (volumen total =
870 mL) y se colocaron en un embudo de separacion de 1 L.
Lavado de la disolucion &cida con solventes organicos
La disolucién &cida, que contiene los alcaloides como sales, se lavé 2 veces con
porciones de 350 mL cloroformo.
Se separo la fase organica (que no contiene alcaloides, test de Mayer negativo), de

color amarillo, y se descarto.
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Alcalinizacion del extracto con solucién de amoniaco NHs (ac) 7,5 N.

La disolucion acuosa acida se alcalinizé con 33 mL de NH3 (ac) 7,5 N hasta
pH 9. Seobservé un precipitado marrén, y un oscurecimiento de la disolucion.
Extraccion de alcaloides con solventes orgénicos

La fase acuosa basica (en el embudo de separacién) se extrajo con 100 mL de
cloroformo.

Esta extraccion se repitio 30 veces mas, hasta que la fase acuosa esté exenta de
alcaloides (test de Mayer negativo).

Los extractos organicos se colocaron en un balén de 500 mL y se concentraron en
el rotavapor (30° C, 400-300 mbar) hasta sequedad.

Sobre el residuo de alcaloides se agregd 100 mL de cloroformo y se volvio a
concentrar a sequedad en el rotavapor (30° C, 400-300 mbar), repitiéndose esta
operacion un total de cuatro veces. Esto tiene por objeto eliminar las bases volatiles
(amoniaco, NHs (g)) que estuvieran disueltas en el extracto.

Finalmente se obtuvo 1 627 mg del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA.1), como una
pasta, de color marrén oscuro. El analisis por CCF20 nos indica que el extracto
contiene quinina.

Andlisis por cromatografia en capa fina (18. May.2007)

Condiciones de trabajo

Placa . Silicagel 60 F 254

Eluente : Cloroformo-Acetona-Amoniaco (10:17:1)

Revelador UV, A=336 nm

Muestra sembrada: quinina (Qu) y extracto bruto de alcaloides(EBA-1)

Resultados

Rf (Qu) = 0,62

20 CCF: palcas de silica gel 60 F 254, eluente: Cloroformo-acetona-amoniaco (10:17:1);
Revelador: UV; Rf (quinina=0,62).
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Rf (EBA-1l) —» Rf(1)=0,1; Rf (2) = 0,48;
Rf (3) = 0,62; Rf (4) = 0,78

Observaciones: Frente a la luz UV de onda larga se observa fluorescencia lila.

O @ OO
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Anexo 13. Andlisis preliminar por cromatografia en capa fina

(CCF) del extracto bruto de alcaloides (ver sec. Il. G.4.)

Anélisis por cromatografia en capa fina (18. May.2007)

Condiciones de trabajo

Placa : Silicagel 60 F 254
Eluente . Cloroformo-Acetona-Amoniaco (10:17:1)Revelador: UV, A= 336
nm

Muestra sembrada: quinina (Qu) y extracto bruto de alcaloides (EBA-2)
Resultados
Rf (Qu) = 0,62

Rf(EBA-2) — Rf(1)=0,1; Rf(2) =0,48; Rf(3) =0,62; Rf(4) =0,78

Observaciones: Frente a la luz UV de onda larga se observan fluorescencia lila.

Foto N° 1. Cromatografia en capa fina (Foto K. Loayza)
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Andlisis por cromatografia en capa fina (oct.2007)
Condiciones de trabajo
Placa : Silicagel 60 F 254
Eluente : Metanol: Acetato: Amoniaco (2:8:0,1)
Revelador - UV, A= 336 nm

Muestra sembrada: quinina (Q) y las 12 fracciones obtenidas en CCV

11.G.5).

Foto N° 2. Cromatografia en capa fina (Foto K. Loayza)

(Sec.
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Andlisis por cromatografia en capa fina (oct.2007)
iv. Condiciones de trabajo
Placa : Silicagel 60 F 254
Eluente : Acetato: Amoniaco (10:0,3)
Revelador : UV, A =336 nm

Muestra sembrada: quinina (Q) y las 23 fracciones obtenidas en CCDC- 1(Sec.

1.G.5).

Foto N° 3. Cromatografia en capa fina (Foto K. Loayza)
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Andlisis por cromatografia en capa fina (oct.2007)
Condiciones de trabajo
Placa : Silicagel 60 F 254
Eluente : Metanol: Acetato: Amoniaco (2:8:0,1)
Revelador s UV, A =336 nm

Muestra sembrada: quinina (Q) y las 20 fracciones obtenidas en CCDC- 2 (Sec.

1.G.5).

Foto N° 4. Cromatografia en capa fina (Foto K. Loayza)
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Andlisis por cromatografia en capa fina (oct.2007)
Condiciones de trabajo
Placa : Silicagel 60 F 254
Eluente : Metanol: Acetato: Amoniaco (0,5:8:0,2)
Revelador s UV, A =336 nm

Muestra sembrada: quinina (Q) y las 20 fracciones obtenidas en CCDC- 2(Sec.

11.G.5).

Foto N° 5. Cromatografia en capa fina (Foto K. Loayza)
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Anexo 14. Panel Fotografico

Cromatotron modelo 7924 T. Harrison Research (Foto K. Loayza)
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EBA-N°2
(1.69)

f3 -4
(741 mg)

f16 - 19
(231 mg)

f3—-17
(180 mg)

f3-15
(133 mg)

f17 - 126
(14 mg Quinina)

Anexo 15. Esquema de Purificacién por CCV y CCDC del EBA-2

1. CCV
Silica gel
AC. Et./MeoH

2. CCDC1
Silica gel
CH:CI12/NH3
CHaCly/Ac.Et./NH3
Ac Et./NHs

3. CCDC2
Silica gel
MeOH/Ac Et./NH3

4. CCDC3
Silica gel
Ac Et./NH3

5. CCDC2
Silica gel
CH2Cly/Ac Et.

RMN;H y CCF

Figura (f): Esquema de purificacion por CCV y CCDC del EBA-2
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	The phytochemical analysis that we carried out indicated the presence of alkaloids,primary and/or secondary amino groups, free phenolic groups, tannins, triterpenes andsteroids, quinones, anthroquinones or anthranols, catechins, flavonoids and saponins.During the stay at the Natural Products Laboratory of the Federal University of Paraná(October 2007), quinine was isolated from the stems of Quina, having been characterizedby its Mass spectra, NMR1H, NMR13C and 1H-1H COZY.



