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RESUMEN

El propdsito de este estudio de investigacion consistié en aislar y caracterizar
estructuralmente los alcaloides presentes en las raices de Tabernaemontana
markgrafiana J. K. Macbr (conocida como Uchu sanango), utilizando métodos
espectroscopicos y espectrométricos. Para llevar a cabo el proceso, se seco la
raiz de Tabernaemontana markgrafiana J. K. Macbr. (2,1 kg) a una temperatura
de 20 °C durante 15 dias. Posteriormente, se realiz6 una extraccion etandlica,
durante 30 dias cambiando el solvente cada 48 horas. El etanol fue eliminado
mediante presion reducida en un rotavapor hasta obtener un extracto seco con
un peso de 138,20 g. A patrtir del extracto etandlico (138,20 g), se obtuvieron
diferentes extractos: extracto alcaloidal &cido (3,34 g), un residuo alcaloidal
acido (58,26 @), extracto alcaloidal basico (593,3 mg) y un residuo alcaloidal
basico (6,23 g).

Se utilizaron técnicas cromatogréaficas para aislar y purificar los alcaloides, a
partir de los extractos alcaloidales. Se determind la estructura quimica de tres
alcaloides: Voacristina, Voacangina hidroxiindolenina y 19 S Heyneanina,
mediante la interpretacion de datos espectrométricos (EM) y espectroscopicos
(RMN 1H y RMN 13C), y por comparacion con la informacion publicada en la

literatura cientifica.

Palabras Clave: Tabernaemontana markgrafiana J.K. Macbr, Extractos

alcaloidales, Cromatografia, Espectroscopia.
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ABSTRACT

The purpose of this research study was to isolate and describe the structural
characteristics of the alkaloids present in the roots of the plant
Tabernaemontana markgrafiana J.K. Macbr (known as Uchu sanango) using
spectroscopic and spectrometric methods. To carry out the process, the root of
Tabernaemontana markgrafiana J.K. Macbr. (2,100 kg) was dried at a
temperature of 20 °C for 15 days. Subsequently, an ethanolic extraction was
performed by maceration with ethanol for 30 days, changing the solvent every
48 hours. The ethanol was removed by reduced pressure in a rotary evaporator
until a dry extract with a weight of 138,20 g was obtained. From the ethanolic
extract (138,20 g), different fractions were obtained: an acidic alkaloidal extract
(3,34 g), an acidic alkaloidal residue (58,26 g), a basic alkaloidal extract (593,3
mg), and a basic alkaloidal residue (6,23 g). In conclusion, chromatographic
techniques were performed to separate the alkaloidal extracts, and the chemical
structure of three alkaloids was determined: Voacristine, Voacangine
hydroxyindolenine, and 19 S Heyneanine. The chemical structure of these
compounds was determined by interpreting spectrometric (MS) and
spectroscopic (1H NMR and 13C NMR) data and compared with information
published in the scientific literature on chemistry.

Keywords: Tabernaemontana markgrafiana J.K. Macbr, Alkaloidal extracts,
Chromatography, Spectroscopy.
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INTRODUCCION

El objetivo principal de esta investigacion fue aislar e identificar los alcaloides de

los extractos alcaloidales de la raiz de Tabernaemontana markgrafiana J. K. Macbr.

El género Tabernaemontana, esta compuesto de mas de 100 especies vegetales
su composicion quimica radica principalmente en el contenido de alcaloides, y
presentan una variada actividad biologica.

En muchas regiones tropicales donde crecen las especies de Tabernaemontana,
estas plantas se utilizan en la medicina tradicional para tratar una variedad de
enfermedades. Por ejemplo, se han usado para tratar afecciones gastrointestinales,

enfermedades de la piel, fiebre y dolor, entre otros usos.

A nivel mundial los productos naturales (plantas medicinales) juegan un rol muy
importante y significativo en el campo medicinal y econémico, el hombre ha hecho
uso de los metabolitos secundarios con diversos propdsitos como remedios para
combatir enfermedades. Actualmente se siguen utilizando como medicamentos,

colorantes, insecticidas, drogas medicinales y adictivas, y cosméticos entre otros.

(Sierra, y otros, 2018).

Historicamente, los productos naturales han jugado un papel esencial en el
descubrimiento de nuevos farmacos. Esto queda reflejado en la cantidad de
farmacos de origen natural y derivados sintéticos, actualmente en uso clinico.
Muchas de las drogas utilizadas clinicamente derivadas de productos naturales se
originaron de especies microbianas, particularmente en el area antiinfecciosa, pero
las drogas derivadas de plantas también han hecho contribuciones significativas, y
es cierto que la humanidad seria inconmensurablemente la mas pobre sin tales
drogas derivadas de plantas naturales como morfina, vinblastina, vincristina,
quinina, artemisinina, etopdsido, teniposido, paclitaxel y los derivados de
camptotecina, topotecan e irinotecan no existieran. Los medicamentos de base
marina también estan contribuyendo cada vez mas, yondelis (trabectidina) es un

ejemplo de una droga contra el cancer de origen marino.

Como parte de este proyecto de investigacion, el objetivo fue realizar el
aislamiento y la caracterizacion estructural de los alcaloides presentes en las raices

de Tabernaemontana markgrafiana J.F Macbr, especificamente la variedad Uchu
1



Sanango recolectada en Mazan. A nivel global, los productos naturales

desempefian un papel significativo en los campos de la medicina y la economia, y

alo largo del tiempo, los seres humanos han utilizado ampliamente estos productos
para diversos propositos, como el tratamiento de enfermedades. Hoy en dia, siguen
siendo utilizados en la medicina, como colorantes, insecticidas, drogas medicinales

y adictivas, asi como en cosméticos, entre otros usos @

En el Peru, hay una escasez notable de investigacion fitoquimica, y la mayoria
de los estudios publicados sobre el aislamiento de compuestos de plantas se
realizaron en el extranjero. Estos estudios implicaron la extraccion de material
biologico del pais, que luego fue analizado en laboratorios internacionales y se
obtuvo una patente @. En nuestro caso, las muestras de alcaloides se separaron y
purificaron utilizando técnicas de cromatografia en columna (CC), cromatografia
preparativa (CP) y cromatografia en capa fina (TLC). La determinacion de la
estructura quimica se llevdé a cabo en el Instituto de Agrobiologia de Canarias,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Tenerife (Espafia), utilizando
espectros y datos espectroscopicos como el 1H y 13C NMR, HSQC y HMBC. Los
alcaloides se identificaron al interpretar estos datos y compararlos con la literatura
quimica publicada. Los alcaloides identificados fueron Voacristina, Voacangina

hidroxiindolenina 'y 19 S Heyneanina.

El propésito de este estudio fue comprobar que las raices de
Tabernaemontana markgrafiana J.F. Macbr., recolectadas en Mazan, una planta
ampliamente utilizada en la Amazonia peruana para tratar diversas enfermedades
y dolencias, contenian alcaloides que fueron identificados a través de técnicas de
espectroscopia y espectrometria. Este descubrimiento permitié aprovechar esta
planta como fuente de nuevos compuestos, lo cual fue de gran utilidad en los
campos de la farmacia y la medicina al proporcionar una nueva materia prima. El
enfoque principal de este estudio fue buscar metabolitos secundarios en
Tabernaemontana markgrafiana J.F. Macbr., recolectada en Mazéan, con especial

atencion en los alcaloides.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES.

En la actualidad, existe una escasa investigacion dedicada a la identificacion
y aislamiento de alcaloides en el género Tabernaemontana. Para respaldar la
problematica de investigacion planteada, se realizaron busquedas bibliograficas

gue proporcionaron algunos antecedentes relevantes.

En el 2019, se llevé a cabo un estudio en el cual se aislaron diversos
compuestos de los frutos de Tabernaemontana inconspicua Stapf. Estos
compuestos incluyeron los alcaloides indolicos 5,6-dioxo-11-hydroxy voacangine,
ibogamine-16-carboxylicacid-17,20-didehydro-5,6-dioxo-10-methoxy-methyl éster,
voacangine, perakine, y también se identificé un triterpeno pentaciclico conocido

como acido ursolico. @

En el 2018, se llevé a cabo un estudio quimico realizado por Ashish Kumar y
otros investigadores, en el cual se analiz6 la corteza de Tabernaemontana
coronaria. Como resultado de este estudio, se logré aislar varios compuestos,
incluyendo tres alcaloides del tipo carbazol: glicozolina, glicozolidina y metil
carbazol 3-carboxilato, dos alcaloides del tipo furoquinolinas: skimmianine y
dictamine, un alcaloide de acridona llamado arborinina, tres alcaloides inddlicos
monomeéricos: coronaridina, 10-metoxi coronaridina y tabernaemontanina, y dos

alcaloides inddlicos diméricos: voacamina y tabernaelegantina B. )

En el 2018, un estudio quimico realizado por Yan Deng y otros investigadores,
se llevaron a cabo investigaciones sobre aislamiento e identificacion de compuestos.
En este estudio se descubrieron y caracterizaron tres nuevos alcaloides indol
monoterpenicos: 3a-hidroximetil-ibogamina, 3a-acetatometoxil-ibogamina y 16a-
hidroxil-ibogamina. Ademas, se identificaron seis alcaloides previamente conocidos:
coronaridina, voacangina, isovoacangina, Heyneanina, coronaridina

hidroxiindolenina y taberdivarina. ®



En 2017, se llevd a cabo un estudio en Ecuador que tuvo un enfoque analitico
cuantitativo y un disefio experimental. La poblacién de estudio consistido en las
especies vegetales Mucuna cf. elliptica y Tabernaemontana sananho, recolectadas
en la ciudad de Macas, en la region nororiental de la provincia de Morona Santiago.
Durante el estudio, se realizaron extracciones alcohdlicas, hexanicos y acuosas de
las hojas, frutos y planta completa de Tabernaemontana sananho. Los analisis
fitoquimicos revelaron una abundante presencia de alcaloides, flavonoides y
fenoles en el extracto acuoso, una presencia moderada de alcaloides, fenoles y
flavonoides en el extracto etandlico, y una baja presencia de alcaloides y triterpenos
en el extracto hexanico. En conclusion, determinarén que la composicién quimica
de los extractos vegetales de Mucuna cf. elliptica y Tabernaemontana sananho
incluye metabolitos secundarios como alcaloides, fenoles y flavonoides, entre otros.
Ademas, se observaron que el extracto etandlico del fruto de Tabernaemontana
sananho presenté una mayor actividad anti-hemolitica debido a los compuestos

quimicos presentes en el extracto. ©).

En 2015, lograron aislar e identificar de treinta y siete (37) alcaloides de las
hojas de Tabernaemontana officinalis. Entre estos se encontraron veintinueve (29)
alcaloides indélicos monoterpénicos previamente conocidos, asi como seis (06)
nuevos alcaloides denominados taberdivarinas A - F. Ademas, se identificaron dos
(02) mondémeros llamados taberdivarines G y H, junto con dos (02) alcaloides

bisindolicos, voafilina y vobasinilo. ()

En 2015, Kuan-Hon Lim y sus colegas llevaron a cabo un estudio en el cual
aislaron y determinaron la estructura quimica de seis alcaloides indélicos
desconocidos. Estos nuevos compuestos incluyen la cononusina, que es un raro
ejemplo de un alcaloide conjugado de iboga-pirrolidona, asi como la ervaluteina, la
vincamajicina, la tacamonidina, la 6-oxoibogaina y el cloruro de N4-
clorometilnorfluorocurarina. Ademas, se identificaron dos nuevos alcaloides de
bisindol vobasinil-iboga, las ervatensinas (A y B), junto con otros alcaloides ya

conocidos. ®



1.2. BASES TEORICAS.

1.2.1 Identificacion Botanica.
La especie estudiada en esta investigacion es Tabernaemontana
markgrafiana J.F. Macbr., que es conocida en la region amazdnica como

Uchu sanango. ©

Figura 1. Tabernaemontana markgrafiana J.F. Macbr (19

1.2.1.1 Taxonomia de la Especie Vegetal.

Se tiene la siguiente Informacion segun bibliografias. 1) (12)

Nombre comun : Lagarto micunan, Uchu sanango

Nombre cientifico : Tabernaemontana markgrafiana

Reino : Plantae

Orden : Gentianales
Familia : Apocynaceae
Geénero : Tabernaemontana
Phylum : Angiosperma
Clase : Eudicots

Epiteto especifico : markgrafiana J.F. Macbr.

Determinador : Leeuwenberg, J. M



1.2.1.2 Descripcion Botanica.

La especie Tabernaemontana markgrafiana J.F. Macbr., conocida
como uchu sanango, es un arbusto que puede alcanzar hasta 4 metros de
altura. Sus ramas son sin vellosidades y tienen una médula amplia. Las hojas
son simples, lanceoladas, de 20 a 40 cm de largo y 8 a 15 cm de ancho, con
un @&pice puntiagudo y una base casi obtusa, opuesta y desigual, sin
vellosidades. Presentan venas primarias y secundarias pinnadas, con 13 a 21
pares de venas secundarias y venacion terciaria conspicua. Los peciolos
miden de 0,5 a 1,5 cm. Las inflorescencias son cimosas, frondosas y
mayormente axilares, con numerosas flores medianas de corola amarillenta y
tubo floral retorcido de unos 2,4 cm. Las flores tienen 5 estambres, un gineceo
carpulado y un ovario supero con numerosos Ovulos. Los frutos son
apocarpicos, formados por dos foliculos ovalados y acuminados de 6 a 7 cm

de largo, con muchas semillas rodeadas de un arilo comestible blanco. @3 ©)

1.2.1.3 Sinonimia.

Esta especie vegetal es conocida como Bonafousia longituba Markgr. @1 ©)

1.2.1.4 Distribucién y Habitat.

La especie vegetal uchu sanango (Tabernaemontana markgrafiana
J.F.) se encuentra en diferentes tipos de bosques, incluyendo bosques
primarios, tropicales humedos y muy humedos, asi como bosques
estacionales de areas inundadas y aluviales. Su distribucion abarca varios
paises de América, como Ecuador (provincia de Esmeraldas, San Lorenzo y
el cantdén Eloy Alfaro, vegetacion del rio Chimbagal; provincias del Napo y
Sucumbios, comunidad indigena Cofan en el Parque Yasuni), Colombia
(Leticia), Peru (Iquitos, Pucallpa), Venezuela (San Felipe, Rio Negro),

Panama (Coclé, Colén, Panama y Kuna Yala), Brasil y Surinam (14
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Figura 2. Mapa de ubicacion en el mundo

1.2.1.5 Distribucion en el Perd.

El género Tabernaemontana markgrafiana J.F., conocido como uchu

sanango, se encuentra presente en varias regiones del Perq, incluyendo los

departamentos de Loreto, Ucayali, Cerro de Pasco y Cuzco. @5

s |

.
.
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Figura 3. Mapa de ubicacion en el Peru

1.2.1.6 Nombres Comunes.

Es conocida como uchu sanango, asi mismo es llamada de diferentes

maneras segun la region y la cultura. En Espafa, se le denomina "Huevo de

verraco"; entre la comunidad Huaorani, se le conoce como "jaén sananho" y

"penoncahue”; en

Quichua, los nombres son "sananho", "sanangillo" y

"sickta"; en Cofan, se le llama "teteccu'cho tsettuco”; y en Ecuador, se le dice

"yacu sanango". En Perd, es conocida como "Lagarto micunan”, "Uchu

sanango" y "Kunakip" 16 ©®)



1.2.1.7 Usos.

Esta planta es muy valorada por las comunidades indigenas de la
Amazonia occidental ecuatoriana por sus propiedades medicinales. La
corteza se usa para tratar infecciones cutaneas mediante una infusion
aplicada sobre la piel. Las hojas y el latex son utilizados para aliviar sintomas
de gripes y resfriados, y el latex se emplea también en compresas para tratar
abscesos. Para la diarrea, se prepara una decoccién con la raiz machacada.
En Colombia y Peru, se utiliza como febrifugo, emético, diurético y remedio
para diversos males. En Venezuela, las hojas combaten el insomnio, y los
Tikunas de Colombia la usan en infusion para dolores de estomago y diarreas,
mientras que en Peru se trata el dolor de muelas. La planta ha demostrado

tener propiedades antidiarreicas, antisépticas, antiinflamatorias y eméticas.
A7)

1.2.2 Alcaloides, Generalidades
1.2.2.1 Definicion de Alcaloides.

Los alcaloides son compuestos nitrogenados que se encuentran en
ciertas plantas y se reportaron mas de 15.000 alcaloides. Estos metabolitos
son solubles en agua, contienen al menos un atomo de nitrégeno en su
estructura molecular y exhiben actividad biolégica. En su mayoria, los
alcaloides son compuestos heterociclicos, aunque también existen algunos
compuestos nitrogenados alifaticos (no ciclicos), como la mescalina o la
colchicina. Se estima que aproximadamente el 20% de las plantas vasculares,
principalmente herbaceas dicotiledoneas, contienen alcaloides en su
composicion. En el caso de los seres humanos, los alcaloides desempefian
un papel crucial al generar respuestas fisiolégicas y psicoldgicas a través de
su interaccién con los neurotransmisores. Aunque es importante tener en
cuenta que la mayoria de los alcaloides son altamente toxicos, por lo cual se
recomienda evitar dosis elevadas. Sin embargo, en dosis bajas, estos
compuestos poseen un valor terapéutico significativo, ya que pueden actuar

como relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (8



1.2.2.2 Clasificacion de Alcaloides.

Los alcaloides son categorizados segun los anillos que se

encuentren en su estructura molecular. 8

Tabla 1. Clasificacion de Alcaloides
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Elaboracion propia
1.2.2.3 Caracteristicas generales de los alcaloides.

Los alcaloides se distinguen por sus caracteristicas, segun la
Universidad Alberto Hurtado (2011).

Poseen estructuras complejas.

Estan compuestos por aminoacidos diferentes de los esteroides y
diterpenos.

Ademas de encontrarse en plantas, también existen alcaloides de
origen animal y bacteriano.

Son sustancias nitrogenadas.

Ademas de la estructura de la efedrina, también presentan
nitrégeno heterociclico.

Son en su mayoria de naturaleza alcalina, excepto la colchicina.
Muchos de ellos son toxicos, aunque hay excepciones como la

betalaina.
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» Son activos en dosis bajas.

= Pueden precipitar con ciertos reactivos.

1.2.2.4 Alcaloides Inddlicos.

Los alcaloides inddlicos presentan una amplia gama de estructuras,
gue incluyen desde derivados simples de triptamina, carbazoles y $-carbolinas,
hasta estructuras mas complejas que involucran la combinacion de triptamina
con otro aminoacido, isopreno, policétido o molécula de terpeno. Los
alcaloides inddlicos monoterpénicos se generan genéticamente a partir de un
precursor unico, que es la union del aminoéacido triptéfano con el monoterpeno

secologanina. (19

1.2.2.5 Propiedades Fisicas y Quimicas de los Alcaloides.
De acuerdo con estudios de investigadores 9, se han identificado
una serie de propiedades fisicas y quimicas que caracterizan a los alcaloides:
» Los alcaloides oxigenados se presentan en estado soélido y pueden
cristalizarse a temperatura ambiente. Por lo general, son incoloros e
inodoros, con un sabor amargo. En contraste, los alcaloides no oxidados
suelen ser liquidos a temperatura ambiente, pueden ser arrastrados por
corrientes de vapor de agua y algunos son volatiles y poseen un aroma
distintivo.

» Los alcaloides tienen propiedades Opticas que les permiten desviar la luz
polarizada.

» Las formas levogiras de los alcaloides suelen ser mas activas.

» Los alcaloides son inherentemente inestables y son sensibles al calor, la
luz y el oxigeno.

» Los alcaloides pueden formar sales con diversos acidos, pero también

pueden encontrarse en forma libre.

1.2.3 Técnicas de Extraccion.

Extraccion:

La extraccion es un proceso de separacion que implica la transferencia
de uno o mas componentes de una fase a otra. En particular, cuando se desea

separar un componente (soluto) de otro (inerte) en una mezcla solida,
11



mediante el contacto con una fase liquida (disolvente) que tiene una

selectividad de disolucion, se denomina extraccion o lixiviacion solido-liquido.
(21)

El analisis de la transferencia de masa desempefia un papel
fundamental en numerosos procesos quimicos, ya que es necesario para la
purificacion de las materias primas, la separacion de productos y
subproductos, y también para evaluar los costos del proceso, realizar analisis
y disefiar equipos industriales. Esto se destaca en la investigacion realizada
por (22

Hay diversas metodologias disponibles para realizar la extraccion,
como la lixiviacion, la extraccion mecanica, la destilacion, la extraccion con

disolventes, la extraccién con gases en condiciones supercriticas, entre otras.

La seleccion del solvente depende de las caracteristicas quimicas de
los metabolitos secundarios, garantizando asi una extraccion eficiente y
selectiva. Se pueden emplear diversos solventes segun la polaridad de los

compuestos. Entre los solventes mas utilizados se encuentran: 23

« Metanol y Etanol: Eficaces para una variedad de metabolitos debido a su
capacidad para disolver compuestos tanto polares como no polares.

o Acetona: Adecuada para la extraccion de compuestos polares y semi-
polares.

e« Hexano: Utilizado principalmente para compuestos no polares, como
lipidos y terpenoides.

« Cloroformo: Eficaz para extraer metabolitos no polares y algunos semi-
polares.

e Agua: Ideal para compuestos altamente polares y solubles en agua, como

fenoles y glicésidos.

1.2.4 Teécnicas Cromatograficas.
La cromatografia es una técnica utilizada para separar mezclas
basadas en la capacidad Unica de cada componente para interactuar con otra

sustancia. Consiste en el paso de una fase mévil (que contiene la muestra

12



disuelta en un solvente) a través de una fase estacionaria soélida. La fase
estacionaria retarda el paso de los componentes de la muestra, lo que resulta
en diferentes velocidades de migracion y separacion a lo largo del tiempo.
Cada componente de la mezcla tiene un tiempo caracteristico de retencion,
que es el tiempo que tarda en pasar por el sistema. Cuando el compuesto de
interés tiene un tiempo de retencion diferente al de los demas componentes
de la mezcla, se logra su separacion mediante la cromatografia. En la técnica
de cromatografia de columna, se utilizan varias capas delgadas y continuas,
denominadas platos tedricos, que permiten alcanzar un equilibrio de

distribucién de cada componente entre la fase moévil y la fase estacionaria. 4

La mejora de la resolucién en la cromatografia de columna se puede
lograr aumentando el numero de platos tedricos. Para lograr esto, se puede
incrementar la longitud (L) de la columna, lo que prolonga el tiempo necesario
para la separacion, o reducir la altura teorica de cada plato. Cuanto mayor sea
el numero de platos tedricos en una columna cromatografica, mas eficiente
sera la columna en términos de separacién. La teoria cinética de la
cromatografia ofrece una explicacion mas realista que la teoria de los platos
y permite un analisis cuantitativo de la forma y el ancho de las bandas. La
forma gaussiana de las bandas se debe a la combinacién de los movimientos
aleatorios de las moléculas a medida que atraviesan la columna. Ademas de
la cromatografia en columna, existen diversas técnicas cromatograficas, como
la cromatografia en capa fina, la cromatografia preparativa, la cromatografia
de exclusibn molecular, la cromatografia de intercambio ionico, la
cromatografia de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de gases acoplada

a la espectrometria de masas. (?®

La cromatografia es un método analitico empleado para separar y
examinar los componentes de una muestra. Esta técnica se basa en la distinta
afinidad que tienen los componentes de una mezcla por dos fases que no se
mezclan: una fase estacionaria y una fase moévil. Hay varios tipos de
cromatografia, cada uno con sus propias caracteristicas y aplicaciones

especificas: (26) (27) (28)
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1. Cromatografia de Capa Fina (TLC): Una muestra se deposita en una
placa recubierta con una capa delgada de material adsorbente. La fase
movil, que puede ser un solo solvente o una mezcla de solventes, asciende
por la placa mediante capilaridad. Los componentes de la muestra se

separan en funcion de su interaccion con las fases estacionaria y movil.

2. Cromatografia de Columna: En este meétodo, la fase estacionaria se
encuentra dentro de una columna. La muestra se aplica en la parte superior
de la columna y es arrastrada a través de la fase estacionaria por la fase
movil. Los componentes se separan segun su velocidad de migracion a lo

largo de la columna y su interaccion con la fase estacionaria.

3. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC): La muestra se
disuelve en un solvente y se inyecta en una columna de alta resolucion que
contiene la fase estacionaria. La fase movil, que puede ser un solo solvente
0 una mezcla, es bombeada a través de la columna a alta presion. Los
componentes se separan dentro de la columna y se detectan al salir,

permitiendo su identificacion y cuantificacion.

4. Cromatografia de Intercambio Iénico: En este tipo de cromatografia, la
fase estacionaria contiene grupos funcionales cargados que intercambian
iones con los componentes de la muestra. La separacion de los

componentes se basa en su carga y tamafio.

1.2.5 Identificacién estructural.
1.2.5.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica donde la
muestra es colocando en un campo magnético intenso, uniforme y constante,
seguido de la irradiacion con radiacién electromagnética en el rango de
radiofrecuencia. Esto produce una respuesta conocida como "sefal de
resonancia”. En pocas palabras, los nucleos atomicos excitados por las
sefales de radiofrecuencia emiten una sefial magnética llamada "Decadencia
de Induccion Libre" (FID), la cual se procesa matematicamente para obtener

la sefial de resonancia de la muestra en cuestion. 29
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Las transformadas de Fourier, tanto unidimensionales como
multidimensionales, son herramientas matematicas que desempefian un
papel fundamental en la resonancia magnética nuclear (RMN). Esta técnica
se basa en el estudio del momento angular intrinseco, o spin, de determinados
ndcleos atémicos, concepto enraizado en la fisica. En el campo de la quimica,
la RMN proporciona una forma de descifrar los detalles mas sutiles de la
estructura molecular de un compuesto, asi como de investigar su
comportamiento dinamico. G9

En una resonancia magnética, el campo magnético utilizado se
genera mediante un iman y se considera una magnitud vectorial. Es relevante
destacar que existe una relacion significativa entre el tamafio del iman y la
intensidad del campo magnético producido. En general, a medida que
aumenta el tamafo del iman, también se incrementa la magnitud del campo
magnético generado. 1

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) nos
proporciona datos acerca de los desplazamientos quimicos de los nucleos de
hidrogeno (1H) y carbono (13C) en un rango especifico de valores, como 0-
20 ppm para 1H y 0-220 ppm para 13C. Estos desplazamientos quimicos nos
ofrecen informacién sobre la naturaleza de los &tomos de hidrégeno, como
alifaticos, arométicos, olefinicos, geminales y heteroatomos, asi como sobre
los &tomos de carbono. 2

La multiplicidad de la sefial que se observa en el espectro de
resonancia magnética nuclear de protones (*H) se determina segun la
cantidad de atomos de hidrogeno presentes y el patrén de distribucion que
tienen en la molécula. La cantidad de sefales en un espectro de resonancia
magnética nuclear de carbono indica el numero de atomos de carbono
presentes en la estructura molecular, mientras que la multiplicidad revela el
numero de atomos de hidrogeno unidos al carbono que es responsable de la
seflal. Las técnicas bidimensionales (2D) y tridimensionales (3D) ofrecen
beneficios significativos y una visualizacion mas rapida.
1.2.5.2 Espectrometria de Masas (EM).

La espectrometria de masas es una técnica analitica poderosa

utilizada para identificar y cuantificar compuestos quimicos en una muestra.
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Esta técnica se basa en la medicidon de la relacion masa/carga (m/z) de iones
en fase gaseosa. Es ampliamente utilizada en diversas areas de la ciencia y
la industria, incluyendo la quimica, la biologia, la medicina, la farmacéutica,
analisis forense y la proteccion ambiental, debido a su capacidad para analizar
con alta precision y sensibilidad una amplia variedad de compuestos, desde

moléculas pequefias hasta proteinas grandes y complejas. ¢

1.2.5.3 Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

La espectroscopia infrarroja es una herramienta Gtil que facilita la
determinacion cualitativa de compuestos orgénicos e inorganicos, permitiendo
inferir las estructuras moleculares a partir de los grupos funcionales presentes
en dichos compuestos. Esta técnica es ampliamente utilizada en la

identificacion de sustancias puras mediante andlisis cualitativo G4,

DEFINICION DE TERMINOS BASICOS.
Alcaloides.

Los alcaloides son sustancias de origen natural que poseen en su
estructura molecular atomos de nitrégeno y carbono, y se encuentran
comunmente en plantas. Estos compuestos suelen presentar estructuras de

anillos complejos %)

Cromatografia.

Se trata de un método fisico utilizado para separar mezclas complejas,
gue se basa en el principio de retencidén selectiva. Su objetivo principal es
separar los distintos componentes de la mezcla, lo que a su vez permite la

identificacion y cuantificacion de dichos componentes ©6).

Extraccion por solvente

Es una técnica empleada para la separacion de productos organicos
presentes en mezclas, ya sea en reacciones quimicas o extraidas de fuentes
naturales. Consiste en la separacion de los componentes de la mezcla

mediante el uso de un solvente, como el etanol @7,
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Extraccion de Alcaloides.

Se trata de una técnica empleada para recuperar un soluto de una
solucion mediante la mezcla con un solvente. El solvente utilizado debe ser
insoluble o soluble en la solucidn que se desea extraer. Durante el proceso de
extraccion, se mezcla el solvente con la muestra y posteriormente se separan

en dos fases liquidas inmiscibles ©8),

Espectrométricos.

Estos métodos, empleados en quimica analitica, son de naturaleza
instrumental y se fundamentan en la interaccion de la radiacion
electromagnética, la cual esta directamente relacionada con la magnitud fisica
gue se esta evaluando. Por lo general, la cantidad medida en estos métodos

es la intensidad de absorcién. 39

Espectroscopicos.

Es una herramienta instrumental empleada tanto por fisicos como por
guimicos con el objetivo de determinar la composicién cualitativa y cuantitativa
de una muestra. Esta técnica se basa en la interaccion de la radiacion
electromagnética con la materia, y su analisis se realiza comparando los

patrones o espectros conocidos de otras muestras 9,
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. FORMULACION DE LA HIPOTESIS.
Los alcaloides se pueden extraer de la raiz de Tabernaemontana
markgrafiana J. F. Macbr., conocida como uchu sanango, y es posible realizar su

aislamiento e identificacion estructural a partir de los extractos.

2.2. VARIABLES Y DEFINICIONES OPERACIONALES.

Variable Independiente.

» Extractos de la raiz de Tabernaemontana markgrafiana J. F. Macbr. Uchu

sanango.

Variable Dependiente

» Tipos de metabolitos secundarios aislados e identificados

18



Tabla 2. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Tipo por su Indicador Escala Categoria Valores de Medio de
naturaleza de la verificacion
medicion Categoria
Una mezcla
Eal);gzceto dela i centrada  de Cuaderno de registro
sustancias que se % Peso del de datos
-r::brﬁg;sgegﬁgaaa obtiene mediante el Cuantitativa Rendimiento  Intervalo extracto g.
J. F. Macbr proceso de del extracto Registro de pesos de
. ' maceracion a partir |
Uchu sanango 0Ss extractos
' de la planta.
Los compuestos
. quimicos . reqistr
mewbolios  Producidos por la metabolios. Peso de los o datos (Gramos y
. planta son aislados I ) Metabolitos . "
secundarios . Cuantitativa secundarios Intervalo ) miligramos de
aislados e mediante la aislados e secundarios mg. metabolitos
) . aplicacion de ) " aislados. . .
identificados diversas  técnicas identificados. secundarios aislados.
cromatograficas.

Elaboracion propia
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3.1.

3.2.

CAPITULO llIl: METODOLOGIA

TIPO Y DISENO.

3.1.1. Tipo de investigacion

El enfoque de investigacion sera descriptivo, ya que se busca
determinar e identificar las estructuras quimicas de los compuestos aislados
de la raiz de la planta Tabernaemontana markgrafiana J. K. Macbr. Uchu
sanango. Ademas, se considera un enfoque prospectivo, ya que se espera
identificar los metabolitos secundarios durante el desarrollo de los estudios de

las especies en un periodo de tiempo determinado.

3.1.2. Disefo de investigacion.

Es descriptivos y prospectivo, en el cual se realiz6 la identificacién de
los compuestos quimicos obtenidos y se procedié a la cuantificacién de sus
pesos.

DISENO MUESTRAL.

3.2.1. Poblacién de estudio

Para el estudio, se empledé un disefio de muestreo aleatorio simple,
donde la recoleccion de muestras se llevé a cabo de manera aleatoria,
considerando la poblacion de arboles adultos. Se obtuvo resultados
favorables en condiciones ideales.

La poblacion objeto de estudio estuvo compuesto por las raices de la
especie vegetal Tabernaemontana markgrafiana J. F. Macbr., conocido como

uchu sanango, perteneciente a la familia Apocynaceae.

3.2.2. Muestra.

La recoleccion de las raices de la especie vegetal Tabernaemontana
markgrafiana J. F. Macbr., conocida como uchu sanango y perteneciente a la
familia Apocynaceae, se llevo a cabo en la zona inundable de la Comunidad
de Mazan, ubicado en el Departamento de Loreto.
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3.3. TECNICAS E INSTRUMENTOS

Se emplearon diversas técnicas cromatogréficas para aislar y purificar los
alcaloides, incluyendo cromatografia en columna, cromatografia preparativa,
cromatografia en capa fina y cromatografia de exclusion molecular. La elucidacion
estructural se llevo a cabo mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricos,
comparando ademas los datos fisicos obtenidos con los descritos en la literatura

quimica.

3.3.1. Técnicas Espectrométricos
Los métodos espectrométricos se centraron en medir la masa de las

moléculas y sus fragmentos. Estos métodos analizaron la relacibn masa/carga
(m/z) de los iones con el fin de identificar y cuantificar los componentes presentes

en una muestra b,

Descripcion: En la espectrometria de masas (MS), se ionizaron las
moléculas de la muestra, se separaron segin sus masas utilizando campos
eléctricos y magnéticos, y luego se detectaron. Esta técnica resulto ser altamente
precisa para determinar la masa molecular y la estructura de las moléculas

mediante el analisis de los patrones de fragmentacion. “2

Descripcion de Instrumentos Utilizados:
1. Espectrémetro de Masas (MS):

Descripcion. Este dispositivo midié la masa de las moléculas y sus
fragmentos.

Funcién: Fue utilizado para identificar los alcaloides en Tabernaemontana
markgrafiana basandose en su masa molecular y patrones de fragmentacion.

Modelo: Waters Xevo G2-XS QTof

21



3.3.2. Técnica espectroscopica
Se basaron en la interaccion de la luz con la materia. Estas técnicas midieron la
absorcién, emision o dispersion de luz (u otras radiaciones electromagnéticas) para obtener

informacién sobre la estructura y composicion de las moléculas.

Descripcion: En la espectroscopia, se utilizaron diferentes regiones del
espectro electromagnético (infrarrojo, visible, ultravioleta, radiofrecuencia) para
excitar las moléculas y estudiar como estas interacciones afectaban la energia de
las moléculas. Estas técnicas proporcionaron informacion detallada sobre la

estructura molecular y los grupos funcionales presentes. “3,
Descripcidn de Instrumentos Utilizados:

1. Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear (NMR):

Descripcidn. Se uutilizé los campos magnéticos para determinar la
estructura molecular.

Funcidn: Se utilizé para determinar la estructura molecular de los alcaloides
mediante la interpretacion de espectros de RMN de H y 13C.

Modelo: Bruker Avance Ill HD 600 MHz NMR

2. Espectrometro Infrarrojo (IR):

Descripcidn. Midi6 la absorcion de luz infrarroja por la muestra

Funcion: Se empled para identificar los grupos funcionales presentes en los
alcaloides mediante la absorcion de luz infrarroja.

Modelo. Perkin Elmer Spectrum 65 FT-IR

3. Espectrofotometro Ultravioleta-Visible (UV-Vis):
Descripcion: Midio la absorbancia de luz ultravioleta y visible.
Funcién: Analiz6 las propiedades electronicas de los alcaloides.
Modelo Tipico: Shimadzu UV-1800.
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3.4. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS.
3.4.1. Materiales, Equipos y Reactivos

» Materiales.
= Columnas cromatogréficas de vidrio de 500 mm, 1- 6 cm de 6
= Vasos de precipitado Schott Duran 10-500 mL
= Celdas cromatograficas de vidrio
» Pipetas Pasteur, Borosilicato Glass 230 mm
* Fiolas, Isolab 100 mL
= Viales,1a 10 mL.
= Embudos de filtracion al vacio.
» Capsulas de porcelana. 10 a 250 mL.
* Embudo de filtracién simple. 50 mm a 150 mm
» Desecadores de vidrio
* Probetas. 10 ml a 1000 mi
= Erlenmeyer. 50 ml a 2000 ml
» Balones de fondo redondo de diferentes volimenes y bocas.
» Peras de separacion 50 ml a 2000 ml.

» Adsorbentes.

= Cromatofolio de capa fina de Silicagel con detector de U.V.

» Cromatofolios de capa fina de alumina neutra con detector de
u.v.

» Cromatofolios de capa gruesa de Silicagel y alimina neutra con
detector de U.V.

= Silicagel, alimina con actividad Il y 11, alimina actividad | basica
y alimina neutra para cromatografia de columna.

» Sephadex LH-20.

» Solventes Orgéanicos.
= Etanol destilado
= Etanol absoluto sigma aldrich
= Metanol para analisis, sigma aldrich
= Cloroformo para analisis, sigma aldrich

» Hexano para analisis, sigma aldrich

23



Acetato de etilo para analisis, sigma aldrich

Diclorometano para andlisis, sigma aldrich

> Reactivos.

NH4OH, en solucion 25%. Merck millipore

Na2SO4 anhidro p.a. EMSURE, Supelco

Acido Clorhidrico fumante 37% (HCI). Merck millipore
Reactivo de Dragendorff solucion pulverizador. Merck millipore
Anhidrido Acético (CHsCOOCOCHs3). Merck millipore

Acido Sulfurico (H2S04). Merck millipore

Oleum solucién pulverizador. Merck millipore

> Instrumentos

Balanza electrénica digital.

Equipo de destilacion fraccionada, Merck millipore
Agitador magnético, 50 A 1200 rpm, Thermo Scientific
Hot plate, Heidolph 300°C max.

» Equipos.

Espectrémetro de masa, Waters Xevo G2-XS QTof (Espafia)
Resonancia Magnética Nuclear. Bruker Avance Il HD 600 MHz
NMR. (Espaia)

Rotavapor Buchi R-300. (Lipnaa-Peru)

Estufa eléctrica. Eccocel (Lipnaa-Pert)

Bomba de vacio. Vario select. (Lipnaa-Peru)

Lampara de U.V. UVLS-28 (Lipnaa-Peru)

Campana de extraccién de humus, C4. CEX 128. (Lipnaa-Peru)

Bafio termostatico. Lauda Alpha. (Lipnaa-Peru)

3.4.2. Procedimiento Experimental.

3.4.2.1. Recoleccidn e Identificacidén de la especie vegetal.

La recoleccion de la raiz de Tabernaemontana markgrafiana J.F.

Machbr., conocido como uchu sanango, se realizo a partir de arboles adultos

en areas que albergaban una abundante poblacion de individuos, alejadas de

las comunidades.
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3.4.2.2. Preparacion de la muestra.

La raiz de Tabernaemontana markgrafiana J. F. Macbr, recolectada e
identificada fue transportada a las instalaciones de laboratorio de
Investigacion de Producto Naturales Antiparasitarios de la Amazonia
(LIPNAA), donde se lavé y corto en trozos pequeiios, secada a temperatura
de 20°C durante 15 dias y luego fue molida y pesada, obteniendo un peso de
2,10 Kg, la que se utilizé para preparar los extractos.
3.4.2.3. Preparacion de extractos.

El extracto fue obtenido a partir de 2,10 kg de raiz de
Tabernaemontana markgrafiana J. F. Macbr, conocido como uchu sanango,
utilizando técnicas de extraccion discontinua. Para ello, se afadieron 7,5 litros
de etanol de 96° pre destilado, a las raices y se dejaron macerar durante 72
horas. Posteriormente se filtraron y se concentraron a presién reducida en un
rotavapor, este procedimiento se repitio 5 veces. Obteniéndose 138,20 g de
extracto etanolico.
3.4.2.4. Extraccion de alcaloides.

El extracto etandlico (138,20 g) se disolvié en agua acida (H2SO4 0,5
N). La solucién se agité en un agitador magnético a temperatura ambiente
durante 2 horas, se filtrd, obteniéndose un residuo de 58,26 g, la fase acuosa
se trasvasa a una pera de decantacién a la cual se adiciona diclorometano,
se agita y se separa la fase organica, la cual se concentra en un rotavapor a
presion reducida. Este proceso se repitid 8 veces, obteniéndose 3,34 g de

extracto alcaloidal acido.

La fase acuosa se basifica con hidroxido de amonio al 25% (NH4OH)
hasta un pH=9. La solucion resultante se filtro y se obtuvo 6,23 g de un residuo
alcaloidal basico y una fase acuosa. Se agregaron diclorometano a la fase
acuosa, se agitd y se dej6é en reposo hasta que se formaron dos fases. Se
separo la fase organica (diclorometano) y se concentro, obteniendo 593,3 mg

de extracto alcaloidal basico. Este proceso se detalla en el diagrama 1.
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Diagrama 1. Extraccion de alcaloides de la raiz de la Tabernaemontana
markgrafiana J. K. Macbr UCHU SANANGO.

Extracto etandlico
138,20 g.

Disolver H2504 0,5N
agitar 2 horas

Filtrar
- l - ‘
Residuo Alcaloidal l
Acido 58,26 g.
L g Fase acuosa
Extraer
CHCl;
Fase acuosa Extracto Alcaloidal
Acido 3,34 g.
Basificar a pH=10
NH4OH, Filtrar
Residuo Alcaloidal Fase acuosa
Bésico 6,23 g
Extraer
CH,Cl,
I
Extracto Alcaloidal Fase acuosa
Basico 593,3 mg Desechado

3.4.2.5. Fraccionamiento cromatogréfico.
A partir del extracto alcaloidal acido con 3,34g se inicio el

fraccionamiento cromatografico, utilizando una columna cromatogréfica de 4
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cm de didmetro. La fase estacionaria utilizada fue alimina de actividad Il y IlI
(Al203), y como fase movil se emplearon mezclas de solventes (hexano-
acetato) con polaridad creciente. Se procedid a recoger en un matraz de

erlenmeyer, el solvente con la muestra (300 mL de volumen) y se lleva a
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concentracion reducida hasta sequedad en un rotavapor. Se obtuvieron 189
fracciones, de los cuales se unieron 9 (nueve) fracciones por cromatografia
de capa fina, el revelado de las placas cromatogréficas se hizo con el reactivo
de Dragendorff teniendo como resultado: F (12,13,18) con un peso de 269,4
mg, F (14-16) con un peso de 117 mg, F (17) con un peso de 179,4 mg, F (19-
36) con un peso de 101 mg, F (37-48) con un peso de 74,6 mg, F (49-64) con
un peso de 102,5 mg, F (65-119) con un peso de 250,6 mg, F (120-167) con
un peso de 425,4 mg, y F (168-189) con un peso de 291,9 mg.

3.3.2.6. Aislamiento y purificaciéon de los alcaloidal del extracto acido de
la raiz de la Tabernaemontana markgrafiana J. F. Macbr Uchu

sanango.

Se realizé el fraccionamiento de la fraccion F (49-64) con un peso de
102,5 mg en una columna de diametro interior de 2,5 cm, utilizando alimina
activada Il y 11l (Al203) como fase estacionaria. La fase movil consistié en una
mezcla de hexano-acetato de etilo-metanol con polaridad creciente. Se obtuvo
101 fracciones de 50 mL cada una, mediante el andlisis cromatografico de las
fracciones obtenidas, se pudieron agrupar 9 fracciones diferentes: F (11-18)
de 4,6 mg, F (19-22) de 4,4 mg la cual fue identificado como 19S
Heyneanina, tras realizar estudios de EM, RMN de 1H y 13C, asi como
experimentos homo y experimentos 2D. (CODIFICADO como H), F (23-28)
de 18,9 mg, F (50-57) de 3,2 mg, F (58-73) de 17,4 mg, y F (87-99) de 17,4

mg.
La fraccion F (23-28) de 18,9 mg, se aplico en un cromatofolio de

Oxido de Aluminio 60 a escala preparativa. Se realizaron tres eluciones
utilizando una mezcla de hexano-acetato de etilo (85:15) y se observaron los
alcaloides mediante luz ultravioleta. Después de separar el alcaloide del
adsorbente, se obtuvo PTLC-1 (23-28) con un peso de 13,8 mg.

La fraccion PTLC-1 (23-28) de 13,8 mg y se purificé en una columna
con un diametro interior de 1 cm. La fase estacionaria utilizada fue Al2O3
actividad Il y I1l, mientras que la fase mévil consistio en una mezcla de hexano

y acetato de etilo de polaridad creciente. Se recogieron fracciones de 50 mL,
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y se lleva a concentracion en un rotavapor. Se obtuvieron un total de 53
fracciones, de los cuales se unieron 8 fracciones por cromatografia de capa
fina. Sin embargo, solo se consideraron relevantes las fracciones F (19-20)
con un peso de 5,4 mg, fue identificada como VOACRISTINA mediante
andlisis de (EM), resonancia magnética nuclear (RMN), *H y 13C, asi como
experimentos homo y experimentos 2D. Cabe destacar que esta identificacion
se encuentra CODIFICADO como "V".

Mediante el andlisis de cromatografia de capa fina facilitd la
agrupacion de las siguientes fracciones: F (12,13,18) columna N°1, F (13-21)
columna N° 02 y F (10-11) columna N° 03, obteniendo 314,6 mg de peso. Se
realiz6 el fraccionamiento cromatografico en una columna cromatografica con
un didmetro interno de 4 cm, utilizando como fase estacionaria el adsorbente
oxido de aluminio actividad Il y Ill (Al203), y como fase mévil una mezcla de
solventes hexano-acetato de etilo de polaridad creciente, se recogieron 138
fracciones de 150 mL cada uno y fueron concentradas en un rotavapor hasta
sequedad. Por cromatografia en capa fina (TLC), visualizadas bajo una
lampara de luz ultravioleta (U.V.) y reveladas con el reactivo de Dragendorff,
se agruparon 9 fracciones: F (13-17, 21-28) con un peso de 18,8 mg, F (35-
36) con un peso de 19,7 mg, F (37-40) con un peso de 55 mg, F (41-59) 16,7
mg., F (60) 4,5 mg., F (61-95) 23,6 mg, F (93,96-122) 8,8 mg, F (123-136) 18,4
mg, F (137-138) 2 mg.

La fraccion F (37-40) con un peso de 55 mg, fue sometida a un
proceso de purificacibn en una micro columna, utilizando adsorbente de
alimina 90 de actividad neutra (Al203). Se utiliz6 una mezcla de solventes
hexano-acetato de etilo con polaridad creciente como fase movil. A partir de
este proceso, se obtuvieron 36 fracciones. Mediante el analisis cromatografico
de estas fracciones, se logré agrupar dos de ellas: F (18-20) con un peso de

25,5mgy F (34-37) con un peso de 3,5 mg.

La fraccion F (34-37) 3,5 mg columna N° 09, después de realizar los
estudios de EM, RMN de 1H y 13C experimentos homo y bidimensional se
identific6 como VOACANGINA HIDROXIINDOLENINA. (CODIFICADO

como VH). En el diagrama 2 y 3 se detalla el fraccionamiento y aislamiento
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cromatografico de los alcaloides de la especie en estudio. El resumen se

indica en el diagrama N° 02 y 03.
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Diagrama 2.

Fraccionamiento, aislamiento y purificacion de los alcaloides de la raiz de la Tabernaemontana markgrafiana J.F. Macbr.

Extracto alcaloidal acido

3,34g
cC1
Alumina 90
Hx/OAct/MeOH
F(12,13,18) F (14-16) F(17) F (19-36) F (37-48) F (49-64) F (65-119) F (120-167) F (168-189)
269,4 mg. 117 mg 179,4 mg 101 mg. 74,6 mg. 102,5mg. 250,6 mg. 425,4 mg. 291,9 mg.
cc2
! 1 R 7 7 l
F(11) F(12) F(13-21) F (22-28) F (29-35) F (36-40)
38,4mg 86,6 mg L 11mg 9mg 4,5 mg 1,3mg
LS
v v v v Alumin 90 v v L v

F(7)
0,8 mg.

F(8)
1,8 mg.

F(9)

F (10, 11)

1,3 mg.

34,2 mg.

Mezcla|de Hx/OAct

F(12)

F (12,13,18) cols+ F (13-21) colz+ F (10,11) ¥ol®

314,6 mg.

F(13)
1,1mg.

F(14)
1,5 mg.

F (15-16)
7,1 mg.

F(17)
1 mg.

v

F(13-17) + F (71-28)
18,8 mg.

L4

y

Alumina 90
Hx/OAC
F (35-36) F (37-40) F (41-59) F (60) F (61-95) F(93,96,122) F(123-136)
19,7 mg. 55 g 16,7 mg. 4,5 mg. 23,6 mg. 8,8 mg. 18,4 mg.
¢ (€] ¢ cC5
Altimi v ¥ Alimina 90
Mezclade Hx/OAct Hx/OAct
F (18-20) F (34-37) F(1-7) F (8-14) F (49-52)
25,5 mg. 3,5mg. 43,9 mg. 6 mg. 32,9 mg.

VOACANGINA HIDROXIINDOLENINA (VH). ©
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Diagrama 3. Fraccionamiento, aislamiento y purificacion de los alcaloides de la raiz de la Tabernaemontana markgrafiana J.F. Macbr.

F (49-64)
coly
|

CcC7
Oxido de silicio

v

.

F(11-18)
4,6 mg

F (19-22)
4,4 mg

A

.

. .

F (23-28)
18,9 mg

HEYNEANINA. (H)

Cccp

A 4

PTLC-1F(23-28)
13,8 mg

A

CCi6
Oxido de aluminio
Mezcla de Hx/OAct

v

F (19-20)
5,4 mg

v

F(21)
2,7mg

VOACRISTINA (V)
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F (50-57)
3,2mg

F (58-73) F (87-99)
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Oxido de Aluminio 60°
Mezcla de Hx/OAct (85:15)

LEYENDA
(VH): VOACANGINA HIDROXIINDOLENINA
(H): HEYNEANINA

(V): VOACRISTINA




3.5.

3.6.

3.4.2.6. Determinacion estructural de los alcaloides.

Se obtuvieron tres alcaloides a partir del extracto alcaloidal &cido, los
cuales son: 19 S HEYNEANINA, VOACRISTINA y VOACANGINA
HIDROXIINDOLENINA.

La estructura de los alcaloides aislados se determind mediante el
andlisis e interpretacion de los datos espectroscépicos de RMN H, 3C y

espectrometria de masas.

PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS.
3.5.1. Andlisis de datos.

La determinacion estructural de los compuestos quimicos que se
aislaron se realiz6 mediante la interpretacién de los datos espectrométricos
(masas de baja y alta resolucion), analizaremos la ionizacion de los
fragmentos de las moléculas aisladas, ademéas permitira conocer el peso

molecular de los compuestos.

Los espectros de RMN de *Hy 13C, HSQ permitird conocer como estan
conectados los carbonos con sus respectivos hidrogenos mediante el analisis

de los desplazamientos quimicos de los protones y carbonos.

ASPECTOS ETICOS.

La cantidad de muestra de la raiz de Tabernaemontana Markgrafiana
J. F. Macbr. Uchu sanango utilizada en el presente estudio no implica el uso
de grandes cantidades de material vegetal, de manera que no representa un
riesgo para la extincion de la especie ni afecta la biodiversidad. Ademas, es
importante destacar que no se realizaran pruebas experimentales en animales

ni en seres humanos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. 19 S HEYNEANINA Y VOACRISTINA:
19 S Heyneanina:
Aislado como sélido amorfo, [a]o=-29 (CHCl3z, R
c=0.21)
EM: m/z 354.0 [M*], calculado para un
C21H26N203, 354.0

R=H, 19 S Heyneanina
R=0OCH3, Voacristina

Voacristina:

Alcaloide aislado como sélido amorfo.

EM: m/z 384.00 [M*], [a]o = - 6.02 (CHCl3, ¢ = 4.33), para uma formula
molecular C22H2sN204

Tabla 3. Datos de RMN de 'Hy 13C de 19 S Heyneanina y Voacristina

, 19 S Heyneanina Voacristina
Proton 5H TS 5H TS
1 7,79 (1H, sa, N-H) 7,68 (1H, sa, N-H)
2 135,8 (s) 136,7 (s)
3R 3,00 (1H, m) 2,99 (1H, m)
35S [2,81(1H, d, J = 10,0 H2) 51.3 (0 3,82 (1H, da, J= 10 H2) 486 (Y
SR |3,45 (1H, m) 3,44 (1H, m)
5S [3,15 (1H, m) 52,5 () 3 17 (1H, m) 49,1
6R [3,17 (1H, m) 3,11 (1H, m)
65 [3,07 (1H, m) 216 0 3,05 (1H, m) 34.2(9
07 109,9 (5) 883 (5)
08 128,7 (s) 144,4 (s)
09 [7,47 (1H, d, J = 10,0 Hz) 118,6 (d)|7,15 (1H, d, J = 5,0 H2) 107,9 (d)
10 [7,10 (1H, t, J = 10,0, Hz) 119,7 (d) 159,1(s)
11 [7,15 (1H,t, J = 10,0, Hz) 122,5 (d)[6,82 (1H, d, J =5,0 H2) 113,7 (d)
12 7,26 (1H, d, J = 10,0, Hz) 110,6 (d)[6,91 (1H, s) 121,3(d)
13 1356 (s) 144.8 (s)
14 2,03 (1H, m) 26,9 (d)[2,04 (1H, m) 27,0 (d)
15R |1,91 (1H, m
155 |1,57 (1H, m) 2130 1159 (1H, m) 320
16 54,2 (s) 58,5 (s)
7R [2,60 (1H, da, J = 10,0, Hz 1,97 (1H.m
7S |1,97 ElH, dt, J1=5,0, 32 =)1o,o, Fzy| 3720 anm 34,5 ()
18 1,11 (3H,d, J=5,0, Hz) 20,5 (@)|1,10 (3H, d, J = 10 H2) 115
19 4,12 (1H,q, J=5,0, Hz) 71,5 (d)[4,15 (1H, g, J= 5,0 H2) 26,5 (d)
20 |1,47 (1H, m) 39,7 (d)[1,46 (1H, m) 37,5 (d)
21 [3,58 (1H, sa) 59,9 (d)[3,84 (1H, s) 58,5 (d)
OCHz 3,85 (3H, 3) 55,7 (q)
COOCH:(3,74 (3H, 3) 53.2 (9)[3,73 (3H, 5) 53,1 (q)
COOCH:s 175,1(s) 173,8 ()
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4.2.

VOACANGINA HIDROXIINDOLENINA.

F (22-29) = F (34-37) = F (22-37)

Alcaloide aislado como sélido amorfo, [a]p
=(CHCIlzc =1,01). [a]o =-26 [1]

EM: m/z 384.00 [M*]. Para un C22H2sN204

Tabla 4. RMN de *H y 3C de Voacangina Hidroxiindolenina

RMN *H (400 MHz, CDCl3):

Proton SH 13C
2 186,8 (s)
3 2,74 (2H, sa) 48,6 (t)
5 2,97 (1H, dd, J. = 4,0, J> = 16,0 Hz) 49,1 ()
5 3,50 (1H, ddd, J; = 4,0, J, = 8,0, J3 = 16 Hz)
6 1,86 (1H, m)
- 34,2 (1)
6 1,94 (1H, m)
7 88,3 (s)
8 144,4 (s)
9 6,91 (1H, d, J = 8,0 Hz) 107,9 (d)
10 159,1 (s)
11 6,82 (1H, dd, J. = 2,5, J> = 8,0 Hz) 113,7 (d)
12 7,36 (1H, d, J =8,0 Hz) 121,3 (d)
13 144.8 (s)
14 1,91 (1H, s) 27,0 (1)
15 1,09 (1H, dd, J1: = 4,0, J> = 12,0 Hz) 32,0 (1)
15 1,97 (1H, m)
16 58,5 (s)
17 2,46 (1H, dt, J1 = 4,0, J> = 16,0 Hz)
N 34,5 (1)
17 2,74 (1H, d, J = 16,0 Hz)
18 0,87 (3H,t,J=8,0 Hz) 11,5 (q)
19 1,42 (2H, m) 26,5 (1)
20 1,42 (1H, m) 37,5 (d)
21 3,77 (1H, s) 58,5 (d)
OCHs; | 3,82(3H,s) 55,7 (q)
COOCHs | 3,70 (3H, s) 53,2 (q)
COOCH;s 173,8 (s)
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CAPITULO V: DISCUSION

19 S HEYNEANINA.

La sefal a &: 1,47 (*H, m), 39,7 d, se asign6 al H-20 por su
conectividad espacial con los protones H-18, H-17S en el experimento
NOESY, el proton H-21 por su desplazamiento quimico a & 3,58 (1H, sa) y
59,9 (d).

Las demas sefiales se asignaron por las correlaciones existentes de
H, 13C, y por comparacion con los datos espectroscopicos publicados en la

bibliografia quimica “4 “5)

VOACRISTINA

Alcaloide aislado como sélido amorfo, en su espectro de protén se
observa un singlete ancho que corresponde a un N-H a & 7,69 ppm vy las
sefalesad: 7,15 (1H, d, J=5,0 Hz), 6,82 (1H, d, J=5,0Hz), 6,91 (1H, S), junto
con las seflalesa ® d 107,9d, 113,7d y 121,3 d, corresponden a los protones
aromaticos (9, 11, 12) en un anillo bencénico mono sustituido, y que evidencia
la presencia de un anillo inddlico, la sefial a & 3,85 (3H, s), 55,7 (g) de un
metéxilo en anillo aromatico, 3,73 (3H, s), 53,1 q y 173.8 s que corresponde
al éster. Las resonancias para carbono ad 107,9d, 159,1 s, 113,7 d, 121,3 d
y 1448 s, asignables al C-9, C-10, C-11, C-12 y C-13 respectivamente,

sefalaron la presencia de un grupo Inddlicos funcionalizado en el C-10. Las
sefales a o: 3,17 y 3,44 ppm fueron asignados a (2H, m, H-5S y 5R),

adyacentes a un nitrégeno.

Las demas sefiales fueron asignadas teniendo en cuenta los datos
espectroscopicos y Espectrométricos y las correlaciones 1H- 13C mono y

bidimensionales. 1) 6251) (Tabla 5)
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Tabla 5. Datos de RMN de 1H, 13C, HSQC, HMBC de Voacristina

d (Jnn en Hz) HSQC & HMBC

7,69 sa(N-H) 109,85, 129,05, 136,7 s
136,7s (C-2)

H-3R 2,99m 51,2t 52,4t

H-3S 2,88da (10,0 Hz) 31,2t 23,1t,37,2,52,4

H-5R 3,44 m 52,4t 21.7t, 51.2,60.0d, 109.8 s

H-5S 3,17 (m) 52,4t 21,7t,60,0d,109,8s

H-6R 3,11(m) 21,7t 109,8s,120,0s, 136,7 s

H-6S 3,05m 21,7t 52,4t,109,8 s, 120,05, 136,7 s
109,8 s (C-7)
129,0s (C-8)

H-9 7,15d(5,0) 111,4d 129s,154,3s

H-11 6,82d(5,0) 100,8d 112,4d, 130,7 s, 154,3 s

H-12 6,91s 112,4d 100,8 d, 130,7 s, 154,3 s
136,7 s (C-13)

H-14 2,04 (m) 26,9d 23,1t,54,3s

H-15R 1,59 (m) 23,1t 26,9d,37,2t,71,5d

H-15S 1,91 (m) 23,1t 39,7d,26,9d, 51,2t
54,3 s (C-16)

H-17S 1,97 (m) 37,0t 23,1t 26,9 d, 51,2 t, 54,3 s, 1367 s, 175,1 s

H-17R 2,60 (m) 37,2t 23,1, 136,7 s

H-18 1,10d (10,0) 20,5¢ 39,7d,71,5d

H-19 4,159 (5,6) 71,5t 23,1t,60,0d

H-20 1,46(m) 39,7d 23,1t,54,3s

H-21 3,85(s) 60,0 d 23,1t,39,7d,51,2t,54,3s

COCHzs 3,74 (s) 56,2 q 1751s

COOCHS3 3,73 (s) 1748 s

COOCH;s 53,1s 154,3 s
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VOACANGINA HIDROXIINDOLENINA

Alcaloide aislado como sélido amorfo, con un ion molecular de [ M+
384], en su espectro de RMN, se observa la presencia de las sefales a 6 3.82
(3H, s,) ©55.7, qy lasehal a & 3.70 (3H, s) (53,1 q; 173.8 s) que corresponde
a las sefales de un grupo metoxilo y un grupo acetato respectivamente. La
posicion del grupo OH en el C-7, se determind por la gran diferencia en los
cambios quimicos de la RMN 1H del CH2 (C-17) y H - C (21), observados a
campo bajo que podrian atribuirse a la proximidad espacial del oxigeno (O)
con el C-21. El espectro de RMN H1, mostro las sefiales caracteristicas para
un anillo de benceno a 6 6.91 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-9), 6.82 (1H, dd, J1 = 2.5,
J2 =8.0 Hz, H-11), 7.36 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-12). En el espectro de RMN de
13C, se observan 22 sefales de Carbonos: siete (07) carbonos cuaternarios,
seis (06) carbonos metilenos, seis (06) metinos y tres (03) metilos “9) (50)
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

1. Enlapresente tesis se describen, a partir de la corteza de Tabernaemontana
markgrafiana, los métodos de extraccion, métodos de aislamiento,
purificacion y determinacion de las estructuras quimicas de los compuestos
aislados.

2. Se ha asilado 03 alcaloides inddlicos: Voacristina, voacangina
Hidroxiindolenina y 19 S Heyneanina. Fueron identificados por sus datos
espectroscopicos y Espectrométricos.

3. El alcaloide 19 S Heyneanina y Voacristina esté clasificado como alcaloides
inddlicos B carbolinas, en funcion a su ruta biosintética y el alcaloide
voacangina Hidroxiindolenina, estan clasificado como un alcaloide indolico
tipo aspidosperma, sub tipo Iboga.

4. Finalmente, los alcaloides son sustancia que exhiben una amplia gama de
actividades bioldgicas, y la investigacion fitoquimica enfocado en estos
compuestos desempefia un papel fundamental n el avance cientifico, la

industria farmacéutica en el campo de la salud.

38



CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

1. Realizar una comparacion entre los diferentes tipos de metabolitos secundarios
que pueden estar presentes en las raices de la especie en estudio y en otras
especies pertenecientes al género Tabernaemontana.

2. Realizar estudios fitoquimicos de otras especies de Tabernaemontana (hojas,
corteza, corteza de la raiz, flores, frutos), con el de identificar posibles
diferencias o similitudes en su composicidbn quimica. Para su posterior

evaluacion biologica.
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Figura 4. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Protén de 19 S Heyneanina
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Figura 5. Espectro de Masas 19 S Heyneanina
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figura 6. Espectro de resonancia Magnética Nuclear de 13 ¢ 19 S Heyneanina
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Figura 7 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1H de Voacristina
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Figura 8. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 13 C de Voacristina
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Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de 1 H de Voacangina

Hidroxiindolenina

Figura 10.
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