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RESUMEN

Las plantas medicinales se han usado desde tiempos ancestrales para tratar diferentes
enfermedades, este es el caso del grupo de las quinas, tal como la especie Ladenbergia
oblongifolia; la quina o cascarilla fue explotado con la finalidad de tratar la malaria, aqui surge
una problematica debido a que se puso en peligro la especie por la sobreexplotacion, como
alternativa para resolver esta problematica surge la idea de aprovechar los individuos de
plantaciones forestales, este estudio tuvo como finalidad cuantificar los alcaloides de la especie
L. oblongifolia perteneciente a una plantacion de 8 afios de edad, primero se realizd la
identificacion de los alcaloides mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF), el cual nos brindo
los siguientes resultados: para el extracto de hojas se identificd la quinina (Rf = 0,226) y
quinidina (Rf = 0,426), en el extracto de corteza se identifico solo la cinconidina (Rf = 0,386),
mientras que en el extracto de raiz no se detectd ninguna mancha; como segunda fase se realizo
el analisis en el Cromatdgrafo de Gases acopado a Espectrometria de Masas (GC-MS) en el
cual para el extracto de hojas se obtuvo el siguiente resultado: la quinina tiene 12,6614 pg/g de
muestra, quinidina tiene 3,7019 pg/g y la cinconina tiene 2,7330 pg/g, no se logré identificar
ni cuantificar el alcaloide de la cinconidina; en el extracto de corteza se determind: 2,0364 ng/g
de cinconina y 3,0220 pg/g de cinconidina, el alcaloide de la quinina y quinidina estan ausentes

en este extracto; finalmente en el extracto de raiz no se logro identificar ningan alcaloide.

Palabras clave: Cromatografia en Capa Fina (CCF), Cromatografo de Gases acoplado a

Espectrometria de Masas (GC-MS), Ladenbergia oblongifolia, alcaloide.



ABSTRACT

Medicinal plants have been used since ancestral times to treat different diseases, which
is the case of the quinine group, such as the Ladenbergia oblongifolia specie. Quinine or
cascarilla was exploited with the purpose of treating malaria, but that is where the problem
began, due to the fact that the specie was put in danger due to its overexploitation. An alternative
that came about for resolving this problem was the idea of taking advantage of specimens from
forest plantations. The purpose of this study was to quantify the alkaloids for a L. oblongifolia
specie, belonging to an eight year old plantation. First an identification of the alkaloids was
done through thin-layer chromatography (TLC; CCF in Spanish); this offered the following
results: for the extract of the leaves, the quinine (Rf = 0.226) and quinidine (Rf = 0.426) were
identified, and for the extract from the bark, only the cinchonidine was identified (Rf = 0.386).
Meanwhile, for the extract from the roots, no stains were detected. In the second phase, an
analysis of the gas chromatograph coupled with mass spectrometry (GC-MS) was done, from
which the following results was obtained for the extract from the leaves: the quinine was
12.6614 ng/g of the sample, the quinidine was 3.7019 pg/g, and the cinchonine was 2.7330
pg/g; it was not possible to identify nor quantify the alkaloid from the cinchonidine. For the
extract from the bark, it was determined that there were 2.0364 pg/g of cinchonine and 3.0220
ug/g of cinchonidine; the alkaloid from the quinine and quinidine were absent from this extract.

Finally, for the extract from the roots, it was not possible to identify any alkaloids.

Keywords: thin-layer chromatography (TLC; CCF), gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC-MS), Ladenbergia oblongifolia, alkaloid



1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han sido usadas desde hace miles afios, estas fueron uno de los
medios mé&s usados en la lucha contra enfermedades, incluso, en la actualidad no debemos de
hacer a un lado el uso de estas plantas, muchas de ellas aun no son estudiadas a profundidad y
por ende no somos capaces de aprovecharlos. Los alcaloides estan presentes en muchas de estas
plantas medicinales, estos son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas a través de

aminoacidos.

La quina es una planta medicinal que contiene alcaloides, uno de los més importantes
presentes en la quina es la quinina, este es un alcaloide que tomd importancia debido a que fue
usada para tratar la malaria, enfermedad que fue mortal durante mucho tiempo; debido a esto
la explotacién de la quina fue una actividad meramente extractiva y muy destructiva, ya que se
derribaban los arboles silvestres para aprovechar su corteza; esto generd que en los sectores

mas aprovechados los arboles escasearan.

El grupo de arboles denominados como quina pertenecen en su mayoria a los géneros
Cinchonay Ladenbergia, justamente, la diversidad que existe en este grupo genera interrogantes
con respecto al tipo y cantidad de alcaloides presentes en cada especie del grupo de las quinas,
ademas, los alcaloides en la plantas pueden estar en mayor o menor concentracion dependiendo
de muchos factores, entre ellos se encuentra la madures del individuo; también, tenemos que
considerar que la parte de las quinas que se aprovecha es la corteza del arbol y hojas, pero no
existen estudios que demuestren que en raices no estén presentes los alcaloides de interés
comercial, por lo expuesto en lineas anteriores, se plantea el siguiente problema: ;Cuéles son
los alcaloides y en qué cantidad estan presentes en hojas, corteza y raices de individuos de
Ladenbergia oblongifolia provenientes de una plantacion de 8 afios de edad?.

La investigacion brindara diversos alcances como, por ejemplo: la cantidad de
alcaloides presentes en la especie L. Oblongifolia de individuos cuya edad es conocida, de tal
manera que podremos tener una idea con respecto al aprovechamiento de plantaciones de quina,
ademas, podremos saber la cantidad de alcaloides presentes en hojas, corteza y raiz, esto podria

ayudar a que se aproveche todas las partes del arbol.
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Habiendo revisado diferentes articulos relacionados al tema, se plantea la siguiente
hipotesis: los individuos de L. oblongifolia provenientes de una plantacion de 8 afios de edad

tienen presencia de quinina, quinidina, cinconina, cinconidina en hojas, corteza y raiz.

1.1.  Objetivos

1.1.1. Objetivo general

- Cuantificar alcaloides en corteza, hojas y raices de Ladenbergia oblongifolia
proveniente de una plantacion de 8 afios
1.1.2. Obijetivo especifico

- Identificar los alcaloides presentes en la especie L. oblongifolia mediante cromatografia
de capa fina (CCF)

- Cuantificar los alcaloides presentes en hojas, corteza y raices de L. oblongifolia

mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS)



1. REVISION DE LITERATURA
2.1.  Marco teorico
2.1.1. El arbol de la quina

Larredtegui y Lafuente (2013) reconoce como “quina” a la corteza
proveniente del arbol de la cascarilla 0 quino, de este arbol hay varias especies por lo cual existe
variabilidad de aspectos entre ellos, ademas, sefiala que la quina se propaga en el Peru, Ecuador,

Colombia y Bolivia a altitudes que van desde los 800 msnm hasta los 3000 msnm.

Muchas de las especies de quina habitan zonas con clima y fisiografia
similares, para describir de manera general estos aspectos, tomaremos la descripcion de
Zevallos (1989); se menciona que el género Cinchona se distribuye en “ceja de selva”, en zonas
calidas y humedas con abundantes precipitaciones, en cuanto a la fisiografia, la especie se

desarrolla bien en laderas de los valles interandinos y en zonas empinadas.

Algunos autores consideran como quina a especies de varios géneros,
con respecto a ello, Andersson (1997) hace mencidn que el género Ladenbergia es afin a los
géneros Cinchona y Remijia, estos tienen algunas caracteristicas en comun; con respecto a la
especie L. oblongifolia, este mismo autor sefiala que tiene sinonimia, resaltando el nombre
cientifico de Cinchona oblongifolia. Contribuyendo a la cita anterior, Andersson y Antonelli
(2005), Manns y Bremer (2010) y Andersson (1995) sefialan que la tribu Cinchoneae
perteneciente a la familia Rubiaceae, esta fuertemente respaldada como monofilética, esto
quiere decir que todos los miembros de la tribu tienen un descendiente en comun, los géneros
incluidos en este grupo son Cinchona, Cinchonopsis, Joosia, Ladenbergia, Remijia y

Stilpnophyllum.

Epperson et al. (1995) recaban informacion con respecto a los
acontecimientos histéricos del uso de los extractos de quina; la importancia médica de esta
planta inicia en el siglo XVII, cuando la condesa de Cinchon contrajo la malaria en 1638, dicha

enfermedad es mortal y solo pudo ser tratada con los extractos de la Quina.
2.1.2. Descripcion botanica

Andersson (1997) ha descrito el género Ladenbergia tomando

caracteristicas de varias especies pertenecientes a este mismo, ademas, menciona que todos los
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individuos de este género son arbustos o arboles. La especie L. oblongifolia es capaz de alcanzar
una altura de 35 m y un DAP de 60 cm, sin embargo, la mayoria de las especies son medianas
a pequenfias, por lo general alcanzan alturas menores de 15 m. Las hojas son decusadas, las
estipuladas son interpeciolares y por lo regular son triangulares, linguladas u obovadas; estas
estipulaciones se desprenden cuando las ldminas de las hojas comienzan a desplegarse. El
género se caracteriza por poseer inflorescencias terminales y paniculadas, con un eje principal
y ramas laterales dicasiales; la cantidad de flores por inflorescencia varia entre 10 y 200
unidades. Los frutos son generalmente dehiscentes en forma de basipétalo, el rango de medida
esta entre 3 a 10 cm. de largo; las semillas son lenticulares con el hilio ubicado centralmente en
el lado aplanado y poseen un ala exotesta alargada.

Gentry (1993) reconoce 30 especies del género Ladenbergia, ademas,
sefiala que los individuos de este género son arboles o arbustos que poseen hojas grandes,
anchas, oblongas, base truncada o subcordada y peciolo largo; con estipulas caducas y
triangulares. Las flores de Ladenbergia son blancas, lubulares, alargadas y generalmente sin
pelos densos dentro del I6bulo de la corola, esto es precisamente por lo que difiere del género
Cinchona; el género Remijia también esta relacionado con Ladenbergia, pero poseen frutos méas

cortos y con flores axilares.
2.1.3. Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Ladenbergia oblongifolia (Humb. ex Mutis) L.

Andersson
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rubiales
Familia Rubiaceae
Género Ladenbergia
Epiteto especifico Oblongifolia
Nombre cientifico Ladenbergia oblongifolia (Humb. ex Mutis)

L. Andersson

Fuente: (Andersson, L).



2.1.4. Propagacion del &rbol de la quina

Campos-Ruiz et al. (2014) mencionan que el manejo agricola y silvicola
depende en la mayoria de los casos de las semillas, sin embargo, con el género Cinchona se
presentan problemas debido a que sus semillas no se pueden almacenar por periodos largos de
tiempo debido a que pierden su viabilidad germinativa. Esta problematica ha impulsado el
desarrollo de alternativas de propagacion, Lima et al. (2018) han investigado la propagacion in
vitro de Cinchona officinalis L. a partir de las semillas de esta especie, cuyos resultados no
fueron alentadores. Con respecto a esto, Eras, et al. (2021) realizaron una investigacion con
respecto a la propagacion in vitro del arbol de la quina, considerando a este método como una
forma alternativa de propagacion de la especie C. officinalis; de esta manera obtuvieron un
resultado del 70% de enraizamiento usando la interaccion de auxina (AlIB) — citocinina (BAP)

en concentraciones 0.5 y 0 mg/L respectivamente.

Jerez (2017) realizé la propagacion de C. officinalis mediante semillas,
para ello colect6 los frutos antes de que se abrieran y se dispersaran las semillas en su interior,
posterior a eso espero alrededor de dos semanas para que los frutos se abran, permitiendo la
extraccion de las semillas, para culminar desinfecto las semillas y prepar6 el sustrato para su
posterior siembra, en esta investigacion logré tener un porcentaje de germinacion del 70,67 %.
Ademas, este mismo autor realizé la propagacion asexual de C. officinalis mediante estacas,
para ello colect6 ramitas de 25 a 30 cm de longitud, con 1 0 2 cm de diametro y con presencia
de 1 o 2 yemas, el transporte de las estacas lo realizd envolviéndolos en papel periddico,
posteriormente desinfectd y aplicd hormonas enraizantes para luego proceder con la plantacion
de las estacas en bolsas de polietileno, este experimento no logré buenos resultados en cuanto
al porcentaje de prendimiento de las estacas, se atribuye este fracaso a las caracteristicas de la

especie.

Vasquez et al. (2019) realizaron una investigacién con respecto al tipo
de sustrato que brinda mejores resultados en la propagacion de C. officinalis, tuvieron mayor
porcentaje de germinacion de semillas y prendimiento de estacas usando un sustrato compuesto

por: 35% de hojarasca + 35% de franco arenoso + 20 % de tierra organica + 10 de arena.
2.1.5. Usos medicinales de la quina

Loayza et al. (2010) realizaron un estudio quimico de los tallos de

Cinchona pubescens Vahl., entre todos los componentes detectados se destacan los alcaloides,
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de los cuales hacen énfasis sobre la quinina, siendo este el alcaloide més conocido, ademas

mencionan que el &rbol de la cascarilla contiene quinidina, cinconina y cinconidina.

Warhurst (1981) resalta la importancia de los alcaloides quinina y
quinidina para contrarrestar los efectos del protozoo parasito Plasmodium falciparum welch
que es causante de la malaria, si bien es cierto, la malaria fue controlada con cloroquina, sin
embargo, esta puede tener efectos tdxicos a largo plazo, ademas que el parasito se vuelve
resistente a este compuesto, entonces, el uso de los alcaloides de la quina o Cinchona es (til

para combatir los sintomas de la malaria.

Rojas et al. (2006) describieron algunas plantas medicinales, entre estas
plantas incluyeron a C. officinalis, a la cual se le atribuye su uso en la medicina popular en el
tratamiento de faringitis, gingivitis, bronquitis, heridas infectadas, Ulceras topicas y como

agentes antiparasitarios.

Debido a la problemaética satinaria que se dio a partir del virus SARS-
CoV2, se han realizado diferentes estudios sobre el &rbol de la quina, Pucha-Cofrep et al. (2020)
realizaron un estudio con respecto al aumento del uso de C. officinalis en una provincia de Loja
en al afio 2020, esto con la finalidad de poder determinar si la especie estaria en riesgo de ser

sobreexplotada.
2.1.6. Alcaloides

Los alcaloides pertenecen al grupo de los metabolitos secundarios, estas
ademas de estar constituidas por carbono, hidrégeno y oxigeno, contienen nitroégeno, por lo cual
se entiende que todo alcaloide tiene por lo menos un atomo de Nitrégeno en un heterociclo;

ademas, son de caracter alcalino (Martinez, 2020).

Los alcaloides se encuentran en Angiospermas especialmente en
dicotiledoneas y en menor cantidad en Monocotiledéneas y Gimnospermas (Henning, 2013).
En estado natural, los alcaloides se encuentran en todos los 6rganos de la planta: en hojas, flores,

frutos, cortezay raiz (Arango, 2008).

Arango (2008), Avalos y Pérez-Urria (2009) y Martinez (2020)
mencionan que no se tiene definido las funciones especificas que cumplen los alcaloides en el
metabolismo de las plantas, sin embargo, mencionan algunas sugerencias, como por ejemplo

que los alcaloides son producidos como medio de defensa contra plagas, insectos o
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depredadores; otras hipotesis sugieren que algunos alcaloides son producto de desecho del
metabolismo de las plantas, o también que sirven como reserva de nitrégeno para el crecimiento
y desarrollo de las especies vegetales que la producen. Lock de Ugaz (1994) menciona que los
alcaloides al no estar presentes en aproximadamente el 80 % de las plantas da a entender que

estos no son vitales para los organismos vegetales.

Henning (2013) menciona que la estructura molecular del alcaloide y la
presenciay localizacién de grupos funcionales hacen que la caracteristica de basicidad sea muy
variable. Los métodos de extraccion de alcaloides por lo general se basan en que los alcaloides
pueden protonarse en medios &cidos y formar sales gracias al &tomo de nitrdgeno presente en
la estructura de los alcaloides.

Los alcaloides son usados con diversos fines medicinales, en las especies
de quina se encuentran 4 alcaloides de interés medicinal: quinina, quinidina, cinconina y
cinconidina (Meléndez-Gomez y Kouznetsov, 2005), en la Figura 1 se muestra la estructura
quimica de estos alcaloides.

a a

HO, HO,
~H H
MeO S S
7% >
N N
1R =0Me 3 4

2R=H
Fuente: Meléndez-Goémez y Kouznetsov (2005); 1: Quinina, 2: Cinconidina, 3: Quinidina, 4: Cinconina; OMe=CH30
Figura 1. Moléculas quinolinicas de mayor importancia aisladas del extracto de la quina.

2.1.7. Acoplamiento cromatografia de gases-espectrometria de masas

La cromatografia de Gases es una teécnica que se usa para separar los
compuestos volatiles de una determinada solucion o mezcla compleja, para realizar la

identificacion de componentes de una mezcla se realiza la comparacion con los datos de muestra
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puras y para cuantificarlas se elabora una curva de calibracion de los patrones, todo basado solo
en el Tiempo de Retencién de cada componente (Gutiérrez, 2002).

La fase mavil de la Cromatografia de Gases por lo general es Helio, ahi
se inyecto la muestra para luego ser transportada por la fase estacionaria que se encuentra fijada
en una columna, actualmente las mas empleadas son las columnas capilares; la columna se
encuentra dentro de un horno cuya temperatura es controlada, la velocidad migracion de cada
componente (su tiempo de retencion en la columna) serd en funcion de su distribucion entre la
fase movil y la fase estacionaria, la separacion de los componentes se da debido a que cada

soluto de la muestra tiene diferente afinidad hacia la fase estacionaria (Gutiérrez, 2002).

Existe una variedad de métodos de extraccion, se puede usar la
extraccion en Soxhlet o la extraccion de espacio en cabeza (HS: “head-space”), esta ultima es

una alternativa rapiday que evita la perdida de los componentes mas volatiles (Gutiérrez, 2002).

La espectrometria de masas (MS) es un técnica analitica muy completa,
sus principales cualidades son: capacidad de identificacion de forma inequivoca, debido a que
proporciona un espectro caracteristico de cada molécula, permite cuantificar la concentracion
de las sustancias, gran sensibilidad: habitualmente se detectan concentraciones del orden de
ppm o ppb y en casos especificos se puede llegar hasta ppt e incluso ppg, proporciona
informacion estructural sobre la molécula analizada y es considerado como un método rapido,
se puede realizar un espectro en décimas de segundo. El espectrometro de masas adquiere un
espectro de masas y muestra estos datos como un histograma de la abundancia de los iones que
llegan al detector segun su relacion masa-carga (m/z). En el interior del Espectrometro de
Masas, se procede a la ionizacion de la muestra, el sistema de ionizacién méas usado es el de
impacto electrénico que bombardea las moléculas con electrones de una cierta energia, son
capaces de provocar la emision estimulada de un electron de las moléculas y asi ionizarlas. Una
ventaja es que el espectro de masas puede almacenarse en la memoria del ordenador, de esta
manera se puede comparar con los espectros de una coleccion o de una libreria y proceder a su

identificacion (Gutiérrez, 2002; Lovestead y Urness, 2019).

Cada método por separado puede lograr identificar un determinado
componente, pero si se realiza la union de estos métodos (Cromatdgrafo de Gases (GC)
acoplado a Espectrometria de Masas (MS)) se logra tener resultados mas precisos e inequivocos
(Gutiérrez, 2002)
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Un andlisis en el GC-MS comienza con la preparacion, inyeccion y
separacion de la muestra en una columna de GC. Para el funcionamiento de un espectrometro
de masas se requiere un sistema de alto vacio, para ello es necesaria una interfaz para dirigir las
moléculas desde el GC al espectrometro de masas, las moléculas que salen de la columna
ingresan a una cadmara de ionizacion donde son bombardeadas con una corriente de electrones

energeéticos, que ioniza y fragmenta las moléculas (Lovestead y Urness, 2019).

GC-MS es utilizado ampliamente en las industrias farmacéuticas para
realizar investigaciones y desarrollo analitico, control de calidad, aseguramiento de calidad,
produccion, departamentos de plantas piloto para ingredientes farmacéuticos activos (API),
medicamentos a granel y formulaciones; ademas, es parte fundamental de la investigacion
asociada con la quimica medicinal, andlisis farmacéutico, farmacognosia, control de procesos

farmacéuticos y biotecnologia farmacéutica (Al-Rubaye et al., 2017).

Sleeman Y Carter (2005) mencionan los modos de escaneo para el
analisis GC/MS, el primer modo es el monitoreo de iones seleccionados (SIM), también
conocida como registro de iones seleccionados o deteccidn de iones multiples (MID), es el uso
de un espectrometro de masas para registrar las intensidades de un namero limitado de iones;
esto permite que el instrumento se detenga durante una mayor proporcion del tiempo de analisis
en aquellas relaciones masa-carga de mayor importancia en el espectro de masas de un
compuesto de interés. La principal aplicacion de la técnica es la espectrometria de masas
organica (MS), donde los datos SIM generalmente se adquieren utilizando instrumentos
acoplados a sistemas de entrada cromatograficos, lo que permite la determinacion cualitativa o
cuantitativa de compuestos organicos en concentraciones extremadamente bajas. Por otro lado
el método scan nos proporciona datos de todos los componentes presentes en una determinada

muestra de interés.

Las caracteristicas del equipo usado para este trabajo (Espectrometro de
masas MS TSQ 9000 acoplado a un cromatografo de gases GC Trace 1310) son descritas en el
manual de Thermo Fisher Scientific (2018), este equipo es una plataforma de GC de triple
cuadrupolo, posee lonizacién electronica (El), con escaneo completo (FS), SIM y FS/SIM
simultaneo dentro de la inyeccion de muestra, adquisicion temporizada (t-SIM) y FS/t-SIM,
ademas incluye varios tipos de fuente de iones: lonizacion de electrones Thermo Scientific™
ExtractaBrite™, lonizacion electronica avanzada (AEI) Thermo Scientific™, lonizacion

guimica (CI). Posee un rango de energia de colision de 0-60 eV y un rango de masas de 1,2—



10

1100 u con resolucion de masa unitaria, tiene la capacidad de adquirir mas de 97 escaneos/s en
FS al escanear en un rango de 125 u; la energia electronica es ajustable hasta 150 eV
dependiendo del tipo de fuente de iones. Este equipo dispone de dos Software, Software Thermo
Scientific™ Chromeleon™ 7.2 Chromatography Data System (CDS) para cromatografos que
utilizan MS, una plataforma comin para cuantificacion por GC, GC-MS, LC, LC-MS, IC e IC-
MS y Software Thermo Scientific™ TraceFinder™, una plataforma comdn para la
cuantificacion rutinaria de GC, GC-MS, LC y LC-MS. Las dimensiones/pesos del sistema son
las siguientes: el espectrémetro de masas mide 44 x 40 x 89 cm y pesa 61 kg, el sistema GC
TRACE 1310 mide 45 x 44 x 67 cm y pesa 35 kg.

2.1.8. Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia engloba un grupo diverso de métodos que tienen como
finalidad separar, aislar, identificar y cuantificar los componentes de un determinado extracto,
muestra 0 mezcla; todos los métodos implican la intervencion de una fase estacionaria en donde

tiene lugar el recorrido de la muestra con la ayuda de la fase movil (Fried y Sherma, 1999).

La Cromatografia en Capa Fina (CCF) es un tipo de cromatografia
liquida en donde se coloca una pequefia parte de la muestra en un punto inicial de la placa, la
fase movil recorre la fase estacionaria por accion capilar, este proceso se realiza dentro de una
camara (Figura 2) previamente saturada con los vapores del disolvente (Fried y Sherma, 1999;
Cai, 2014).

mobile phase
vapor

filter paper (optional)

evaporation

supporting |
plate

A\ condensation

stationary phase

evaporation

mobile phase —

Fuente: Cai, (2014)
Figura 2. Imagen representativa de proceso de CCF dentro de la camara de desarrollo.
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Fried y Sherma (1999) describen los pasos de una CCF clésica: todo
andlisis empieza con la colocacion de la muestra en la placa, seguido por la evaporacion del
solvente de la muestra, se procede colocando la placa dentro de la camara que contiene el
solvente, la fase movil asciende por accion capilar, el desarrollo tendra fin cuando la fase movil
recorra entre 10 o 15 cm, luego se retira la placa y se deja evaporar el solvente, finalmente se
realiza el proceso de revelado y luego se observa y se marcan las manchas para tener un

resultado cualitativo.

Existe gran variedad de elementos que se usan como fase estacionaria,
estos se utilizan segun las caracteristicas de la muestra que se va a analizar, el recubrimiento de
silice estandar es el adsorbente mas usado para CCF (Cai, 2014), en la Tabla 2 se muestra

algunos tipos de fase estacionaria para CCF segln su polaridad.

Tabla 2. Polaridades de la fase estacionaria para CCF

Aluminum oxide (acidic, basic, or neutral)

(5] - .
= Magnesium oxide

g Florisil (magnesium silicate)
@) -

= Silica gel

= Cellulose

<

£ Paper

Reversed phase (hydrocarbon-coated silica, e.g., C-18)

Fuente: Cai, (2014)
Cuando se tienen las manchas en la placa, se realiza la medicion de la

distancia de corrido de estas para obtener el factor de retencion (Rf) y poder determinar
cualitativamente el tipo de compuesto, sin embargo, los valores de Rf idénticos no significa
necesariamente que se trate del mismo compuesto; es por este motivo que se realiza la lectura
de las muestras y patrones con las mismas condiciones (Cai, 2014; Striegel y Hill, 1996). En la

Figura 3 se muestra la representacion grafica de la obtencion de un Rf.
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Fuente: Cai, (2014)
Figura 3. Esquema de la placa cromatografica CCF, para poder determinar el valor Rf.

2.2. Estado del arte

El estudio de la quina se ha realizado en diferentes lugares del Perd y el mundo,
aplicando diferentes técnicas para identificar y cuantificar los alcaloides presentes en dicha
planta, sin embargo, estos estudios tienen diferentes resultados que puede deberse a muchos
factores, en esta seccion se hard mencidn de alguno de estos estudios para tener una referencia

con respecto a la cuantificacion de estos metabolitos en el arbol de la quina.

Remuzgo et al. (2021) realizaron la caracterizacién taxonémica y fitoquimica de dos
especies de quina: L. oblongifolia y C. pubescens, de ambas especies solamente usaron las
hojas, el método utilizado para cuantificar fue de Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Performance (HPLC), en su obra mencionan que en las muestras de hojas de ambas quinas se
identificaron los alcaloides quinina, quinidina y cinconidina, ademas, resaltan la ausencia del
alcaloide cinconina. Mediante la cuantificacién de alcaloides de las muestras de hojas de ambas
especies realizaron una comparacion, por un lado, la especie de L. oblongifolia posee un total
de 0,99 ug de alcaloides totales en 1 gr hojas secas y pulverizadas, de los cuales, 0,24 ug son
de cinconidina, 0,35 pg de quinina y 0,40 pg de quinidina; con respeto a la segunda especie, C.
pubescens, detectaron un total de 0.64 pg de alcaloides totales en un gr de hojas secas y

pulverizadas, de los cuales 0.06 pg son de quinina, 0,18 pg de cinconidina y 0.40 de quinidina.

Por otro lado, Lopez et al. (2020) realizo la cuantificacion de alcaloides en hojas y
tallos(corteza) de L. oblongifolia, obtuvo resultados estadisticos de la cuantificacion, los cuales
indican la presencia de 0,0997+0,0026 mmol de alcaloides por cada g de materia seca en la

corteza fresca; 0,1111+0,0024 mmol de alcaloides por cada g de materia seca en la corteza seca
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y por ultimo determinaron la presencia de 0,1039+0,0064 mmol de alcaloides por cada g de
materia seca en las hojas. Resaltaron la superioridad del contenido de alcaloides en las hojas de

la especie L. oblongifolia.

Varios autores sefialan la existencia de familiaridad entre los géneros Ladenbergia y
Cinchona, por lo cual, se incluye el estudio realizado por Haro (2022), en este trabajo el autor
realizé la identificacion de quinina mediante CCF, ademas, cuantifico alcaloides totales y
quinina presentes en extractos de corteza de las especies C. micrantha y Cinchona sp. mediante
UHPLC; en la identificacion de quinina mediante TLC obtuvo buenos resultados con tres
diferentes extractos: acuoso acidulado, hidroalcohdlico acidulado y etandlico, el tiempo de
retencion (Rf) fue de 0,83. Con respecto a la cuantificacion de alcaloides totales y de quinina,
obtuvo mayor presencia de alcaloides en el extracto hidroalcoholico acidulado, en este extracto
la especie de Cinchona sp. tuvo 8.6257% de alcaloides totales y 0.0442 g%/100 g de corteza,
superando a C. micrantha que tuvo 4.0475% de alcaloides totales y 0.0404 g%/100 g de corteza;
el autor concluyd que la especie Cinchona sp. contiene mayor porcentaje de alcaloides totales

y de quinina que la especie C. micrantha.

La cuantificacidn de alcaloides se puede realizar utilizando diferentes métodos, Murauer
y Ganzera (2018) realizaron la cuantificacién de alcaloides de la corteza de Cinchonae
utilizando el método de Cromatografia de Fluidos Supercriticos (SFC); determinaron que el
alcaloide dominante fue la cinconina: 1,87% — 2,30%, seguido por la quinina: 1,59% — 1,89%
y como alcaloide menos abundante estuvo la cinconidina: 0,90% — 1,26%; los valores reflejan

el porcentaje (mg de alcaloide/100 mg de farmaco crudo).

Las investigaciones antes mencionadas lograron cuantificar la presencia de alcaloides
en el arbol de la quina usando un solo compuesto; Mesa et al. (2013) cuantifica la presencia de
la quinina usando diferentes extractos; dicho autor obtuvo los siguientes resultados: hubo un
alto contenido de quinina en el extracto de alcaloides totales con [21,3 + 0,0247 ppm], seguido
de los extractos de metanol [2,21 + 0,0485 ppm], acetato de etilo [2,11 = 0,0766 ppm] y
diclorometano [1,58 + 0,0323 ppm]. La menor concentracion de quinina [0,640 + 0,00127 ppm]

se determind en el extracto de mas baja polaridad (hexano).

Loayza et al. (2010) realizaron un estudio quimico de los tallos de C. pubescens,

reportaron una presencia abundante de alcaloides, esta presencia es superior a la de los demas
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metabolitos presentes en los tallos, ademas, lograron aislar la quinina mediante Cromatografia
en capa delgada centrifugada (CCDC).

Mccalley (1990) realiz6 un analisis cuantitativo de los alcaloides de la corteza de la
quina mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), para procesar la muestra
tomo en cuenta el método estandar de Bruselas el cual indica que el secado de la muestra es a
110 °C (no hay reportes de perdida de alcaloides), posterior al secado, se tritura y se tamiza;
para la extraccion uso el equipo Soxhlet y benceno. Para realizar la validacion del método
adiciono alcaloide puro (quinina, quinidina, cinconina y cinconidina) a una muestra de 100 g
de quina (Cinchona calisaya Wedd.), las soluciones se prepararon usando cantidades iguales
de cada solido y disolviéndolos en metanol. La muestra de quina sin la adicién de compuestos
puros tuvo la siguiente cantidad de cada alcaloide: 1,20% de quinina, 0,34% de quinidina,
1,23% cinconidina y 0,25% de cinconina; la recuperacion media para cada alcaloide: quinina,

quinidina, cinconina y cinconidina fue de 100, 103, 101 y 101% respectivamente.

Mccalley (2002) menciona que la corteza “promedio” de la quina tiene alrededor de 7%
y 12% del total de alcaloides, de este porcentaje la quinina representa un 70% a 90%, la
cinconidina entre 1% a 3% Yy la quinidina hasta un 1%; este autor realizo el analisis con respecto
al uso y efectividad de los diferentes métodos de separacion y cuantificacion que se usan en
muestras de quina, menciona que la Cromatografia de Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en
el modo de fase invertida mediante deteccion UV sigue siendo el método de preferencia para el
analisis de muestras de cinchona, esto se debe a que las fase mdviles tipicas tienen bajo costo,
la reproductibilidad de los tiempos de retencion, compatibilidad con muestras acuosas y alta
eficiencia de la columna; otro método empleado es la separacion de Fase Normal (FN) existen
diversos estudios que brindan resultados aceptables usando este método, se utiliza
principalmente columnas de silice desnudas; otro método es la HPLC con deteccion
espectrométrica de masas, la cual ofrece buena identificacion de picos; la Cromatografia de
Gases es un método poco usado para analisis de quina, sin embargo tiene ventajas sobre los
otros metodos por lo cual el autor recomienda seguir investigando con este método; finalmente,
la Cromatografia en Capa Fina (CCF) es un método siempre util para la identificacion de

alcaloides y a comparacion de los otros métodos este es menos costoso.

Suszko-Purzycka y Trzebny (1964) realizaron el analisis cualitativo de cinchona
mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF), usaron como solvente cloroformo, metano y

dietilamina (80 : 20 : 1) y como fase estacionaria usaron gel de silice; lograron determinar los
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Rf de algunos de los alcaloides de la quina: quinina (0,45 — 0,47), quinidina (0,46 — 0,48),
cinconina (0,38 — 0,41), cinconidina (0,39 — 0,41) y de otros cuatro alcaloides.

Canales et al. (2020) realizaron el analisis de 67 muestras de cinchona recolectadas entre
1850y 1904, realizaron el estudio mediante Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC);
entre todos los alcaloides cuantificados, la quinina fue el més abundante, seguida de la
cinconina y la cinconidina, mientras que la quinidina fue la menos abundante en ambos
conjuntos de datos; el conjunto de datos historicos tuvo mayor abundancia de alcaloides con
respecto a los datos del dia actual, la quinina tuvo 2,2% y 1,3% respectivamente, la quinidina
tuvo 0,5% y 0,1% respectivamente, la cinconina tuvo 0,8% en ambos conjuntos de datos y la
la cinconidina tuvo 0,8% y 0,6%.

Maldonado et al. (2017) realizaron la cuantificacién de la quina amarilla (C. calisaya)
tomando en cuenta la filogenia, realizaron la investigacion usando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia — Ultravioleta (HPLC — UV), lograron detectar dos clados (A y B), los
individuos del clado A se encuentran a una altitud de 1100 msnm a 1300 msnm, mientras que
los individuos del clado B se encuentran a una altitud de 1900 — 2300 msnm; la evaluacion lo
realizaron tomando tres partes del fuste de los arboles, luego de los analisis estadisticos se
comprobo que la cantidad de alcaloides para cada parte del &rbol no tiene diferencia estadistica
significativa, por lo cual, los datos de cuantificacion son el promedio de los tres valores; el
clado A tuvo alto contenido de alcaloides (13,6 a 21,7 mg/qg), el clado B tuvo menor presencia
de alcaloides (0,3 a 12,5 mg/g).



I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1.  Lugar de ejecucion

3.1.1. Ubicacion politica

El trabajo de investigacion fue realizado en el laboratorio de Fitoquimica
Forestal de la EPIF de la FRNR, este laboratorio esta ubicado en la Universidad Nacional
Agraria de la Selva — UNAS, politicamente esta ubicado en el distrito de Rupa Rupa, provincia
de Leoncio Prado, departamento de Huadnuco. Las muestras proceden de la plantacion

perteneciente al Instituto de Investigacion de la Amazonia Peruana (11AP). (Figura 4)

3.1.2. Ubicacion geogréfica

Las coordenadas UTM del lugar de ejecucidn son las siguientes:

Tabla 3. Coordenadas UTM de la Universidad Nacional Agraria de la Selva

coordenadas UTM

Lugar
Este Norte
UNAS 390312 8970774
AP 388015 8990930
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FECHA: 27/05/2021 ESCALA: 1: 180 000

Figura 4. Mapa de ubicacidn de la zana de trabajo.
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3.2.  Materiales y equipos

3.2.1. Material de uso comun de laboratorio

Probetas (10 y 50 ml), embudos de decantacién, embudos, pipetas, vasos
de precipitado (100 ml), matraz aforado (50 ml), papel filtro, algodon, lunas de reloj, papel
aluminio, pera de succidn, envases de plastico (10 ml), capilar de vidrio, mortero y pilén de
porcelana, pinzas, micropipetas (10-100 pL y 100-1000 pL), frasco de vidrio (cAmara de
corrido de CCF).

3.2.2. Reactivos

Metanol grado GC, agua desionizada, gas helio, gas argon, cromatofolio
F254, tolueno, éter dietilico, diclorometano grado GC, dietilamina, acido sulfurico 96 %, &cido
clorhidrico fumante 37%, hidréxido de amonio, reactivo Mayer, sulfato de sodio.

3.2.3. Equipos

Estufa, balanza analitica, cromatografo de gases acoplado a

espectrometria de masas GC/MS, sonicador/ bafio de ultrasonido, pH-metro, lampara UV.
3.2.4. Material vegetal

Las muestras de hojas, corteza y raices de la especie L. oblongifolia
fueron colectados de 8 arboles de la plantacion perteneciente al Instituto de Investigacion de la
Amazonia Peruana (11AP) (Figura 14) el dia 28 de octubre del 2022 a las 6 am, se realizaron
los analisis usando una muestra representativa para cada parte del arbol, es decir, se realiz6 una
mezcla del material vegetal colectado de los individuos seleccionados, de esta manera solo se

trabajo con una muestra para cada parte del arbol.

La plantacion de L. oblongifolia al momento de la recoleccion de la
muestra tenia una edad de 8 afos, fue instalada en un sistema de asociacion con pino chuncho
(Shizolobium amazonicum Huber ex Ducke) y en un terreno considerado como degradado o
pobre (Anexo D); dicha plantacion esta ubicada en el caserio de Saipai, distrito de Pueblo

Nuevo, provincia de Leoncio Prado.

El clima de acuerdo con la Estacion Meteoroldgica Tulumayo de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS) es caracteristico de las zonas del trépico
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hdmedo; la temperatura anual medio es de 24 °C; mientras que las precipitaciones estan por
encima de los 2630 mm/afio.

3.3. Métodos

3.3.1. Secado y triturado de las muestras

Para llevar a cabo los analisis de cromatografia se requiere preparar
“soluciones problema” para cada parte de la planta a analizar, las cuales se realizan con material
vegetal previamente procesado, para ello se tiene que secar y posteriormente triturar las
muestras de hojas, corteza y raices; entonces, las muestras luego de ser colectadas se lavaron
con agua destilada y se desinfect6 con alcohol al 75%, posteriormente se cortaron y se colocaron
en la estufa a una temperatura de 40° por 7 dias, pasado este tiempo, las muestras fueron
pulverizadas en un mortero, posteriormente fueron almacenadas en recipientes herméticos y

limpios para ser usados en los analisis propuestos en esta investigacion (Suau et al., 2002).

- Calculo del porcentaje (%) de humedad de las muestras

Las muestras secadas y trituradas aun contienen un determinado
porcentaje de agua, por ello se realiza el calculo del porcentaje de contenido de humedad (%CH)
para poder descontar esta humedad en las muestra usadas para los analisis; se procedio a pesar
2 g de las muestras trituradas (peso inicial) sobre lunas de reloj y luego se colocaron a la estufa
a una temperatura de 103°C por 48 horas y luego se pes6 (peso anhidro), usando los datos se
calcul6 el %CH (Tabla 4) usando la siguiente ecuacion:

Peso inicial - Peso anhidro .

%CH = 100

Peso inicial

Donde: %CH = porcentaje de contenido de Humedad

Tabla 4. Datos de peso inicial, peso anhidro y %CH de las muestras de hojas, corteza y raiz

de L. oblongifolia

Muestra Peso inicial (g) Peso anhidro (g) % CH
Hojas 2,0178 1,8348 9,0693
Corteza 2,0063 1,8230 9,1362
Raiz 2,0181 1,8231 9,6626

Donde: %CH = Porcentaje de contenido de humedad
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3.3.2. ldentificacién de alcaloides por CCF

Para la primera parte de la investigacion se realizo la adaptacion de la
metodologia descrita por la Cuarta directiva de la comision (CEE) 58/490; la identificacion de

alcaloides mediante este método se realizé en varias fases:

- Preparacion de la solucion problema

Se pesd con precision (£ 0,0100 g) 3 g de muestra seca y pulverizada,
seguidamente se coloco la muestra pesada en un matraz aforado de 50 ml, luego se aforo el
recipiente con metanol, se tap0 y se dejo durante 1 hora a temperatura ambiente en el bafio de
ultrasonido; pasado este tiempo se procedié a filtrar, el filtrado se us6 directamente sobre la
placa de gel de silice mediante un apilar de vidrio. Este proceso se realizd con cada una de las

muestras (hojas, corteza y raiz).

- Preparacion de las soluciones patrén (estandares)

Usando los alcaloides puros (quinina, quinidina, cinconina Yy
cinconidina) se prepar0 las soluciones diluyendo estos alcaloides en metanol, en la Tabla 5 se

detalla los pesos, volimenes y concentracion para cada uno:

Tabla 5. Concentraciones en ppm de los estandares para CCF

Alcaloide Peso (g) Volumen (ml) Concentracion (ppm)

Quinina 0,0004 1,5 266,6667
Quinidina 0,0006 1,5 400
Cinconina 0,0004 1,5 266,6667
Cinconidina 0,0005 1,5 333,3333

- Cromatografia en capa fina (CCF)

Se us6 cromatofolios F254, se realizd tres ensayos, uno por muestra, por
lo tanto se cortd el cromatofolio a una medida de 6*20 cm; se procedid colocando sobre la placa
de gel de silice aproximadamente 1,0 ul de la solucién problema y de las soluciones patron
(separados 1 cm entre soluciones); luego se desarroll6 el cromatograma hasta una altura de 15
cm en una cubeta previamente saturada con los vapores del disolvente: tolueno/éter
dietilico/diclorometano/dietilamina: 20/20/20/08 (v/v/viv).
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- Revelado

Cuando el corrido alcanzé la altura de 15 cm se retird la placa de la
cubeta y se dejo secar por 30 minutos a temperatura ambiente, luego, se agregoé el reactivo
revelador (5 ml de &cido sulfurico concentrado y 95 ml de éter dietilico) sobre la placa seca,
este proceso se realiz usando un pulverizador y sobre un recipiente refrigerado; se dejé secar
por una hora para posteriormente observar la placa bajo la luz ultravioleta a 365 nm. Se
marcaron y se midieron las manchas observadas para realizar el céalculo de los factores de
retencion (Rf) de los compuestos; la metodologia empleada nos brinda los Rf de los

compuestos, los cuales se usaron de manera comparativa, en la Tabla 6 se muestra estos datos:

Tabla 6. Rf de los alcaloides de interés calculados por la Cuarta directiva de la comision (CEE)

58/490
Alcaloide Rf
Quinina 0,20
Quinidina 0,29
Cinconina 0,33

Cinconidina 0,27

3.3.3. Preparacion de estandares de los cuatro alcaloides de interés de L.
oblongifolia para GC/MS

Para realizar la cuantificacion de los alcaloides (quinina, quinidina,
cinconina y cinconidina) de L. oblongifolia se emplea el método de la curva de calibracion.
Para este paso se peso el alcaloide en viales ambar y se diluy6 en diclorometano grado GC, las

cantidades, volumenes y concentraciones se detallan en la Tabla 7.

Tabla 7. Preparacion inicial de las soluciones de alcaloides puros

Alcaloide Peso (g) Volumen de Concentracion
g diclorometano (ml) (ppm)
Quinina 0,0009 15 600
Quinidina 0,0009 15 600
Cinconina 0,0008 15 533,3333

Cinconidina 0,0007 15 466,6667
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Se realizd una dilucidn en serie a partir de los datos anteriores utilizando

la siguiente expresion matematica:
Cl*V1i=C2*V2

Con la ecuacion se uniformizoé a 100 ppm las concentraciones de los
cuatro alcaloides. Partiendo de este punto se realizé los siete estandares de los alcaloides de la
quina (Tabla 8).

Tabla 8. Datos numericos de la composicion de los 7 estandares de los alcaloides de la quina

Quinina  Quinidina  Cinconina Cinconidin  Dicloro-

=STANDAR (100ppm)  (100ppm)  (100ppm) a (100ppm) metano Vial STD
Std 1 (1ppm) 10 wl 10 uwl 10 uwl 10 ul 960 ul 1mil
Std 2 (2ppm) 20 ul 20 ul 20 ul 20 i 920 ul 1mil
Std 3 (3ppm) 30 ul 30 ul 30 ul 30 ul 880 ul 1ml
Std 4 (5ppm) 50 pl 50 ul 50 ul 50 ul 800 ul 1ml
Std 5 (7ppm) 70 pl 70 wl 70 wl 70 wl 720 pl 1mil
Std 6 (9ppm) 90 ul 90 pl 90 pl 90 ul 640 ul 1mil
Std 7 (10ppm) 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 600 pl 1ml

Terminada la preparacion de los estdndares se procedié a realizar la
lectura en el equipo GC/MS, con esto también se determinaron los Tiempos de Retencion (TR)

de cada compuesto de interés (Tabla 9 y Anexo A).

Tabla 9. TR promedio de los estdndares calculados en el GC/MS

Alcaloide TR promedio
Quinina 14,628
Quinidina 14,511
Cinconina 10,282
Cinconidina 10,501

3.3.4. Extraccion de alcaloides para analisis con GC-MS

Para el proceso de extraccién de los alcaloides de las muestras de hojas,
corteza y raiz, se realizo la adaptacion de la metodologia empleada por Suau et al. (2002). El
proceso de extraccion se realizo mediante un equipo Soxhlet (Figura 5), cuya capacidad de la
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camara de extraccion es de 80 ml; se inici6 el proceso pesando 3 + 0,0100 g de muestra seca y
pulverizada (peso inicial) sobre un papel filtro, en la Tabla 10 se muestra los datos y calculo
final del peso anhidro de las muestras; se envolvio la muestra en el papel filtro y se colocé en
la cdmara de extraccion; se procedio a agregar 75 ml de metanol grado GC en un matraz aforado

de 100 ml para su posterior acople al equipo Soxhlet.

Tabla 10. Peso anhidro calculado al descotar la humedad a cada peso inicial de las muestras

de L. oblongifolia

Muestra Peso inicial %CH (Tabla 4) Peso anhidro
Hojas 3,0071 9,0693 2,7344

Corteza 3,0053 9,1362 2,7307
Raiz 3,0069 9,6626 2,7164

Condensador

Sistemalde

refrigeracion

R
Camara de’
extraccion:

Equipo de bafio

maria

-l

Figura 5. Componentes del equipo Soxhlet.

Terminada la instalacion del equipo Soxhlet se inici6 el proceso de

extraccion, para controlar el final del proceso se utiliz6 la prueba de Mayer, esta prueba resultd
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negativa aproximadamente 7 horas de iniciado el proceso. Al finalizar la extraccion se evaporo
el solvente al aire libre hasta un volumen aproximado de 1 ml, este residuo se diluy6 con 8 ml
de acido clorhidrico al 2,5 %, luego se filtré y el filtrado acido acuosa se llevé a un pH de 8 con
hidroxido de amonio concentrado; para concretar el proceso se agrega la solucion a un embudo
de decantacion y luego se extrae con 3 ml de diclorometano en tres repeticiones; finalmente la
solucidn de diclorometano se seca con sulfato de magnesio y se filtra dentro de un recipiente
milimetrado, de esta manera se recupera un determinado volumen de diclorometano, en la

Tabla 11 se detalla el volumen recuperado para cada extracto.

Tabla 11. Volumen de diclorometano recuperado para cada extracto

Extracto Diclorometano usado Diclorometano recuperado
Hojas 9ml 3,25

Corteza 9ml 3,12
Raiz 9ml 3,35

3.3.5. Anélisis GC-MS

Realizada la extraccion de los alcaloides se procede con el analisis en el
cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas CG-MS, para esto se realizara la
adaptacion de la metodologia empleada por Suau et al. (2002).

Se comenzd por agregar 1 ml de la solucion de alcaloides en un vial
ambar de 1,5 ml de capacidad y luego se colocé el vial en la barra del equipo; se procede con
la creacion de la metodologia, la cual se programé para la inyeccion directa de alicuotas de 0,5
albul

Los andlisis se llevaron a cabo con un Espectrometro de masas MS TSQ
9000 acoplado a un cromatografo de gases GC Trace 1310 equipado con una columna capilar
de silice fundida ligeramente polar TG-5SILMS (5% fenil y 95 metilpolisiloxano) de 30 m de
longitud; 0,25 mm de diametro interno y 0,25 um de pelicula fina. Las lecturas se realizaron en
modo SIM, sin embargo, en la Figura 13 se observa el cromatograma del corrido en modo scan
de la muestra de hojas. La temperatura de la columna se mantuvo inicialmente a 200°C durante
0,8 min, luego fue aumentando 10°C por minuto hasta llegar a 250°C, y luego se mantuvo a
250°C durante 24 minutos; el caudal de helio fue de 1,5 ml/min. La fuente de iones del
espectrometro de masas se oper6d a 250°C y la linea de transferencia en 280°C. La ionizacion

por impacto de electrones (EI) se llevd a cabo a 70 eV, y la determinacidn cuantitativa se basé
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en la corriente ionica total corregida para la respuesta del detector de cada alcaloide individual.
El rango de masas fue de 50 a 450 uma (unidad de masa atémica), se escaned a una velocidad
de 2,6 escaneos/s. Los alcaloides se identificaron por comparacion directa de su MS y tiempos

de retencidn (Rt) con los de muestras auténticas y con datos de la biblioteca NIST.

- Calculo de la cantidad final o real de alcaloides en pg/g

Los resultados calculados en el equipo seran en las mismas unidades que
el de los estandares, por tanto, se tendra cantidades en ppm, para poder calcular la cantidad real
de alcaloides presentes en nuestra muestra se tiene que tomar en cuenta el volumen obtenido y

el peso de muestra con el que se trabajo, para ello se usé la siguiente expresion matematica:

Cantidad final o real (ug/g) = Concentracion observada(mg/L) * Volumen final (ml) / Peso

anhidro

Donde:
Concentracion observada (mg/g) es la concentracion proporcionada por el equipo GC/MS
Volumen Final (ml) es el volumen del extracto final de alcaloides (diclorometano) (Tabla 11)

Peso anhidro (g) es el peso sin contenido de humedad (Tablal0)



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Identificacion de los alcaloides mediante CCF

La cromatografia en capa fina permitio identificar los alcaloides de interés (quinina,
quinidina, cinconina, cinconidina) presentes en la muestra de hojas, corteza y raiz; en la Tabla
12 observamos los Rf calculados usando los patrones de los alcaloides, se nota diferencias con
respecto a los Rf calculados por la Cuarta directiva de la comision (CEE) 58/490 (Tabla 6),
aunque los ensayos se hayan realizado con la misma metodologia hubo variacion en la distancia
de corrido de los patrones, Quiroga (2013) menciona varios factores que afecta la
reproducibilidad de los Rf, tales como la calidad y pureza de los solventes, saturacion de la
camara de desarrollo, temperatura, entre otros. Suszko-Purzycka y Trzebny (1964) también
lograron detectar los alcaloides de Cinchona mediante CCF, usaron como solvente cloroformo,
metano y dietilamina (80 : 20 : 1) y como fase estacionaria usaron gel de silice; obtuvieron los
siguientes Rf: quinina (0,45 — 0,47), quinidina (0,46 — 0,48), cinconina (0,38 — 0,41),

cinconidina (0,39 — 0,41) y de otros cuatro alcaloides.

Tabla 12. Célculo del Rf para los cuatro alcaloides de interés de la especie L. oblongifolia

usando los patrones puros

Célculo del Rf para cada componente

Alcaloide X (corrido de la Y (frente del
muestra cm) Solvente cm) R
Quinina 3,4 15 0,226
Quinidina 6,4 15 0,426
Cinconina 8 15 0,533
Cinconidina 58 15 0,386

Rf = corrido de la muestra / frente del Solvente

Con los Rf de los estandares ya calculados, se procedié a medir las manchas del corrido
de la solucién de hojas, corteza y raiz (Tabla 13); se pudo identificar en la muestra de hojas la
presencia de quinina y quinidina en la muestra de hojas; este resultado tiene cierta coincidencia
con lo encontrado por Remuzgo et al. (2021), en dicha investigacion, en el extracto de hojas
encontraron quinina, quinidina y cinconidina, mientras que la cinconina esta ausente en esa

investigacion y en la presente investigacion.
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En el extracto de corteza se logro identificar solo la cinconidina, mientras que en el
extracto de raiz hubo una ausencia total de manchas, lo cual indica ausencia de los alcaloides.

Haro (2022) logrd identificar el alcaloide quinina mediante Cromatografia en Capa Fina
(CCF) usando varios extractos; al igual que en este trabajo, logré identificar la mancha
perteneciente a la quinina en un extracto etanolico, pero usando reactivos y solventes diferentes,

obteniendo de esta manera un Rf mayor a la que se obtuvo en la presente investigacion.

Tabla 13. Identificacion de los alcaloides de interés de L. oblongifolia en corteza, hojas y raiz

Identificacidn de los alcaloides de interés de L. oblongifolia

Alcaloides / patrones

Muestras
Quinina Quinidina Cinconina Cinconidina
Hojas SI SI ND ND
Corteza ND ND ND SI
Raiz ND ND ND ND

ND = no detectado, SI = hay presencia del alcaloide

En la placa cromatografica perteneciente al extracto de hojas (Figura 6) notamos cinco
manchas en el punto de partida, en la columna perteneciente al extracto (Extc.) notamos cuatro

manchas, pero, solo dos de ellas coinciden con el de los patrones.

Quinina Quinidina

Extc.

Quinina

Quinidina
L ]

Cinconina

Cinconidina

Figura 6. Placa cromatografica del extracto de hojas y los cuatro patrones.
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En la placa cromatografica perteneciente al extracto de corteza (Figura 7), al igual que
en la anterior, son cinco manchas en el punto inicial, en la columna del extracto (extr.) solo se
observa una mancha la cual coincide con el patron de la cinconidina. En la Figura 8 se observa
la placa correspondiente al extracto de raiz, en la columna de la solucion problema no se observa

ninguna mancha.

Cinconidina

Quinina

Quinidina
Cinconina

Cinconidina

Figura 7. Placa Cromatografica del extracto de corteza y los cuatro patrones.

Extracto de raiz

Figura 8. Placa cromatografica del extracto de raiz y los cuatro patrones.
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Se pudo notar que los alcaloides de cinconina y cinconidina son menos visibles en la
placa cromatografica, esto se deduce gracias a las concentraciones en ppm de los estandares
(Tabla 5), los cuatro tenian una concentracion ligeramente variable entre ellos, sin embargo, se
nota claramente que los estandares de quinina y quinidina tienen una intensidad mucho mayor
a la de los estandares de cinconina y cinconidina; es por ello que quiza no logramos observar

estas manchas para las soluciones problema.

4.2. ldentificacion y cuantificacion de los alcaloides de L. oblongifolia mediante
CG/MS

Los resultados obtenidos mediante Cromatografia de Gases acoplado a un
Espectrometro de Masas tienen cierta coincidencia con los obtenidos en los ensayos de
cromatografia en capa fina, entonces, en la Tabla 14 se muestra la identificacion y

cuantificacion de alcaloides en hojas de L. oblongifolia.

Tabla 14. Cuantificacién de los alcaloides presentes en hojas de L. oblongifolia

Tiempo de Recuento de Cantidad
ALCALOIDE b , _

retencion (TR) area * min (ng/g)

Cinconina 10,27 1954,246 2,1222
Quinina 14,63 60820,860 12,6614

Quinidina 14,64 5066,232 3,7019

Cinconidina ND ND ND

TOTAL 67841,34 18,4854

ND = no detectado

Mccalley (2002) menciona que la corteza “promedio” de la quina tiene alrededor de 7%
y 12% del total de alcaloides, de este porcentaje la quinina representa un 70% a 90%, la
cinconidina entre 1% a 3% y la quinidina hasta un 1%; realizando el célculo de porcentajes de
los alcaloides encontrados en el extracto de hojas se obtuvo que la quinina representa un 68,49%
del total, la quinidina representd un 20,03% del total y la cinconina tuvo 11,48% del total; si
bien la comparacion se esta realizando con datos de corteza, se esperaria que la proporcion de

alcaloides sea similar en las hojas de quina.

En la Figura 9 se muestra el cromatograma del analisis de la muestra de hojas, destaca

el pico perteneciente a la quinina, esto se debe a que la presencia de este alcaloide es mucho
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mayor a los otros alcaloides; el pico perteneciente a la cinconidina esta representada por una

linea debido a que no se logro identificar este alcaloide.
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Figura 9. Cromatograma del extracto de hojas de L. oblongifolia en el GC/MS.

El arbol de la quina al ser una especie medicinal de mucha importancia es objeto de
maltiples estudios con finalidades variables, una de estas investigaciones es el analisis
cuantitativo realizado por Hoet et al. (1980), este autor realiz6 un analisis cuantitativo mediante
el método de Bruselas — 1948, en esa investigacion obtuvo un resultado del 0,02% y 0,08% de
alcaloides totales en dos muestras de C. pubescens, colectadas en la Convencion (Cusco) y en

San Ignacio (Cajamarca).

Las hojas de L. Oblongifolia y C. pubescens han sido objeto de estudio por parte de
Remuzgo et al. (2021), en su investigacion han obtenido una concentracion total de 0.99 pg de
alcaloide por cada gramo de muestra de L. oblongifolia; mientras que en esta investigacion se
obtuvo un total de 18.4854 g de alcaloide por cada gramo de muestra, siendo la mayor cantidad
de quinina; ademas, determinaron la cantidad para cada alcaloide: 0,24 pg son de cinconidina,
0,40 ug de quinidina y 0,35 ug de quinina; cabe recalcar que el resultado obtenido por los
investigadores fue mediante la Cromatografia Liquida de Ultra Alta Performance (HPLC) y con
muestras de un individuo proveniente de un bosque reservado (edad desconocida), estos
aspectos son importantes debido a que los resultados pueden variar por el equipo usado y

también por la edad de las muestras con las que se trabaja.
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El sustento de evaluar la cantidad de alcaloides en las diferentes partes del &rbol esta en
poder aprovechar al maximo a un individuo de L. oblongifolia y de esta manera reducir la
presion del aprovechamiento neto de la corteza de esta especie, sobre esto Lopez et al. (2020)
realizé el analisis cuantitativo de alcaloides de la especie L. oblongifolia usando tres muestras
del &rbol (edad desconocida): Corteza seca, corteza fresca y hojas; la menor cantidad se detectd
en la corteza fresca: 0,0997 £+ 0,0026 mmol de alcaloide/g, seguido por la muestra de hojas
secas con una cantidad de 0,1039 £ 0,0064 mmol de alcaloide/g, mientras que la mayor cantidad
de alcaloides se detecto en la muestra de corteza seca con una cantidad de 0,1111 + 0,0024
mmol de alcaloide/g; estos resultados difieren a los obtenidos en la presente investigacion, en

la cual el extracto de hojas tiene mayor cantidad de alcaloides totales.

Los resultados obtenidos en la corteza revelan que esta tiene menor cantidad de
alcaloides a comparacién con el extracto de hojas, esto se le puede atribuir a diferentes factores,
pero para la presente investigacion se tiene la teoria de que la aun ausencia de alcaloides y la
baja cantidad de los que estan presentes es debido a la edad de los individuos con los que se
trabajo, asi lo menciona Mckey (1974), ademas, el trabajo se realizd con individuos
provenientes de un sistema de asociacion de especies forestales que fue instalada con intencién
de mejorar la calidad del area. En la Tabla 15 se muestra la cuantificacion de alcaloides en

corteza de L. oblongifolia.

Tabla 15. Identificacion y cuantificacion de alcaloides en corteza de L. oblongifolia

Tiempo de Recuento de Cantidad
ALCALOIDE _ _
retencion (TR) area * min (ug/g)
Cinconina 10,34 1885,829 2,0364
Cinconidina 10,50 2898,665 3,0220
Quinidina N/D N/D N/D
Quinina N/D N/D N/D
TOTAL 4784,49 5,0584

ND = no detectado

En la Figura 10 se muestra el cromatograma de los extractos de corteza, podemos
observar que los picos son mas pequefios y su formacién no tan clara a comparacion del

cromatograma de los extractos de hojas.
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Figura 10. Cromatograma del extracto de corteza de L. oblongifolia en el GC/MS.

Manns y Bremer (2010) y Andersson (1997) consideran que los géneros Cinchona,
remijia y ladenbergia tienen descendientes en comun, por lo cual se deduce que algunas
especies de estos géneros presentan alcaloides, este es el caso de L. oblongifolia; entonces,
tomando esta informacion, compararemos los resultados de nuestra investigacion con los
obtenidos por Haro (2022) quien cuantifico los alcaloides de la corteza de C. micranta mediante
UHPLC usando una muestra de 100g, obtuvo que la corteza en un extracto etanélico 70% tiene

la cantidad de quinina de 37667 ppm/100g de muestra.

En las muestras anteriores fue posible identificar y cuantificar los alcaloides presentes,
sin embargo, en el extracto de raiz no fue posible identificar ninguno de los cuatro alcaloides
de interés (Figura 11), no se encontr( referencias especificas con respecto a la existencia de
estos alcaloides en la raiz de la especie L. oblongifolia; sobre esto, De Luca y St Pierre (2000)
mencionan que en las raices se elaboran gran variedad de metabolitos secundarios, aqui se
incluye la formacion de alcaloides; entonces se podria suponer que los individuos de los cuales
se obtuvo la muestra estan en proceso de desarrollo y maduracion y por ende aun no forman

esos alcaloides.
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Figura 11. Cromatograma del extracto de raiz de L. oblongifolia en el GC/MS.

Cuvi (2018) menciona que se consideran como “quina” a todas las plantas del género
cinchona y algunas especies de los géneros Remijia y Ladenbergia cuyas cortezas tienen la
capacidad de combatir la malaria, b&sicamente hace referencia a especies que contengan los
alcaloides: quinina, quinidina, cinconinay cinconidina; ademas, resalta que la concentracién de
estos alcaloides varia entre especies e incluso entre individuos de la misma especie segun la
localidad, altitud, tipo de suelo, época de cosecha y edad del arbol; estos factores son
determinantes en nuestra investigacion debido a que se ha trabajado con muestras de individuos

provenientes de una plantacion con edad conocida y de caracteristicas de suelo pobre.

Podemos observar una disminucion en la cantidad de alcaloides presentes entre las
hojas, corteza y raiz, con respecto a esto Mckey (1974) menciona que el contenido de alcaloides
cambia durante el crecimiento de las plantas, por lo cual las plantas jovenes tienen menor
concentracion de alcaloides que las plantas maduras, esto sugiere que a partir de la aparicion de
alcaloides en la planta estos comienzan a aumentar hasta llegar a un tope en la maduracion.
Ademas, aclara que, en cualquier etapa de crecimiento de una planta, las hojas jovenes suelen
tener mayor concentracion de alcaloides que las hojas viejas; en algunas especies, los individuos
jévenes y las partes jovenes de las plantas mas viejas contienes alcaloides diferentes que los
que predominan cuando la planta es madura; entonces, se espera que la cantidad de alcaloides

de los individuos de L. oblongifolia de la plantacion del IIAP aumente en los préximos afos.



V. CONCLUSIONES

Se logro identificar mediante Cromatografia en Capa Fina (CCF) los alcaloides quinina
y quinidina en el extracto de hojas, mientras que en el extracto de corteza solo se

identifico la cinconina y en el extracto de raiz no se identifico ningun alcaloide.

Se cuantifico los alcaloides del extracto de hojas los cuales son los siguientes: la quinina
tiene 12,6614 ng/g de muestra, quinidina tiene 3,7019 pg/g y la cinconina tiene 2,7330
ug/g, no se logro identificar ni cuantificar el alcaloide de la cinconidina; en el extracto
de corteza se determind: 2,0364 pg/g de cinconina y 3,0220 pg/g de cinconidina, el
alcaloide de la quinina y quinidina estan ausentes en este extracto; finalmente en el

extracto de raiz no se logré identificar ningun alcaloide.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Realizar el control cualitativo de alcaloides de L. oblongifolia perteneciente a la
plantacion instalada por el IIAP mediante Cromatografia en Capa Fina de manera anual,
esto con la finalidad de poder ir identificando el momento en el que el resultado muestre

la presencia de todos los alcaloides de interes.

De igual manera, se propone realizar la cuantificacion de alcaloides de L. oblongifolia
perteneciente a la plantacion instalada por el IIAP mediante CG/MS de manera anual,
esto con la intensién de poder observar el aumento o disminucion en la cantidad de

alcaloides de los individuos de la plantacion.

Complementar este estudio realizando la cuantificacion mediante otras metodologias y
usando equipos diferentes como, por ejemplo: Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Masas (LC-MS) o La Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
(HPLC)
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ANEXOS



Anexo A. Calibracion de estdndares de quinina, quinidina, cinconina y cinconidina.

Tabla 16. Datos de los estdndares de quinina, quinidina, cinconina y cinconidina

42

Tiempo de
Nombre de retencion R,ecueiltq de Recuento de Cantidad
) g . area*min altura
inyeccion (min)
MS Quantitation Peak
QUININA QUININA QUININA QUININA

STD1 PPM1 n.a. n.a. n.a. n.a.
STD2 PPM2 14.636 4693.1319 20967.253 3.065
STD3 PPM3 14.671 6413.0366 26663.367 3.297
STD4 PPM5 14.612 17796.8443 85841.911 4.836
STD5 PPM7 14.602 29625.6653 150205.549 6.435
STD6 PPM9 14.632 51783.2762 273018.429 9.431
STD7 PPM10 14.617 31384.1307 179113.074 6.673

Promedio 14.628
Dev. Std.Rel. 0.168 %

QUINIDINA  QUINIDINA  QUINIDINA QUINIDINA

STD1 PPM1 14.539 874.6300 16804.947 2.677
STD2 PPM2 14.539 4285.4680 59613.036 3.033
STD3 PPM3 14.534 6694.3887 83188.161 3.284
STD4 PPM5 14.514 20984.4367 220788.139 4,776
STD5 PPM7 14.455 38422.4611 436156.323 6.595
STD6 PPM9 14.525 64768.0757 641897.960 9.345
STD7 PPM10 14.469 44076.7312 457747.241 7.185

Promedio 14.511
Dev. Std.Rel. 0.239 %

CINCONINA CINCONINA CINCONINA CINCONINA

STD1 PPM1 10.319 3338.9285 36717.982 1.850
STD2 PPM2 10.304 11684.4479 120958.988 2.242
STD3 PPM3 10.294 31092.4263 286737.121 3.151
STD4 PPM5 10.259 68658.8478 775567.975 4,912
STD5 PPM7 10.254 107298.3145 1257513.254 6.723
STD6 PPM9 10.279 160455.2634 1612388.763 9.214
STD7 PPM10 10.264 164702.8361 1827969.458 9.413

Promedio 10.282
Dev. Std.Rel. 0.240 %

CINCONIDINA CINCONIDINA CINCONIDINA CINCONIDINA

STD1 PPM1 10.511 2673.2664 18703.425 2.631
STD2 PPM2 10.516 10213.2156 67299.105 3.104
STD3 PPM3 10.511 10012.3259 61942.741 3.091
STD4 PPM5 10.491 38793.8824 309594.590 4.896 D
STD5 PPM7 10.481 71319.4006 573596.071 6.935
STD6 PPM9 10.501 105484.7425 788448.722 9.078
STD7 PPM10 10.496 111311.1815 955861.497 9.443

Promedio 10.501
Dev. Std.Rel. 0.120 %

Donde: A=Quinina, B=Quinidina, C=Cinconina, D=Cinconidina
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Donde: A=Quinina, B=Quinidina, C=Cinconina, D=Cinconidina

Figura 12. Figuras de los estandares de quinina, quinidina, cinconina y cinconidina.
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Anexo B. Cromatograma del corrido de la muestra de hojas en modo scan

r T ALCALOIDES #250 HOJAS
4.0e84

TICTIC

counts

010 775

3.5e8

3.0e9

25859

2.0e5

1.6e8

1.0e%

z/1—1 - 8,868

5.0ed

0.0e0 -

N 8.0 10.0 125 160 175 200 225 250 275

Figura 13. Cromatograma del corrido de la muestra de hojas en modo scan.
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Anexo C. Constancia de identificacion muestras botanicas de L. oblongifolia

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

MUSEQO DE HISTORIA NATURAL

CONSTANCIA

EL JEFE DEL DEPARTAMENTO DE ETNOBOTANICA Y BOTANICA
ECONOMICA DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DEJA CONSTANCIA
QUE:

La muestra vegetal recibida del Sr. Glauco Valdiviezo, procedente de la provincia de

Leoncio Prado (Tingo maria) ha sido determinada segin el Sistema APG IV (2016) como

sigue:
CLASE: EQUISETOPSIDA C. AGARDH
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE NOVAK EX TAKHT.

SUPER ORDEN: = ASTERANAE TAKHT.

ORDEN: GENTIANALES JUSS. EX BERCHT. & J. PRESL
FAMILIA: RUBIACEAE JUSS.

GENERO: LADENBERGIA KLOTZSCH

ESPECIE: Ladenbergia oblongifolia (Humb. ex Mutis) L. Andersson

PROCEDENCIA: LEONCIO PRADO (TINGO MARIA)
NOMBRE VERNACULAR : CASCARILLA

B & ;“

JEFE B oA M

Departamento de Etnobotanica y Bot4nica Eéégéﬁéimc‘z‘t: ’ '
Museo de Historia Natural. UN.M.S.M.

Lima 19 de setiembre 2016

Av.Arenales 1256, Jests Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: musecohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perd 470-7918, 619-7000 anexo 5703 http:/ /museohn.unmsm.edu.pe

Figura 14. Constancia de identificacion de muestras botéanicas de L. oblongifolia.
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Anexo D. Datos de clase textural, la cantidad de materia organica y nitrégeno del suelo
de la plantacion de quina y evaluacion de diametro y altura de la plantacién

de quina durante los 8 afos, datos del I11AP - Tingo Maria.

En el afio 0 (2015) se registrd un suelo con una clase textural franco arcilloso, la cantidad
de materia organica y el nitrégeno total del suelo, se registraron valores bajos que se
encontraron entre 1,34 — 2,69% y 0,06 — 0,12 % respectivamente, la capacidad de intercambio
cationico efectivo del suelo presento valores que variaron entre 5,73 — 9,73 cmol(+)/kg.

Altura de arbol(m)
E=.

Ailios
Fuente: I1AP
Figura 15. Desarrollo anual de altura de la plantacién de quina con 8 afios de instalacion.

14

11.59
12 11.03

10

Diametro

Aifos

Fuente: I1AP
Figura 16. Desarrollo anual de diametro de la plantacién de quina (L. oblongifolia) con 8
afios de instalacion.



Anexo E. Panel Fotogréafico

A0

L0}

Figura 18. Muestra de hojas de L. oblongifolia.

0/202206:11:01 a. m.
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Figura 20. Muestra de raiz de L. oblongifolia.
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Figura 22. Secado en estufa de las muestras de L. oblongifolia.
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Figura 23. Triturado de muestras de corteza de L. oblongifolia.

Cinconidina (96%)

-

Quinina (98%)

Figura 24. Alcaloides puros de quinina, quinidina, cinconina y cinconidina.



Figura 25. Inicio del proceso de extraccién de alcaloides en el bafio de ultrasonido para
analisis de CCF.

Figura 26. Placa cromatogréafica dentro de la camara corrido.
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Figura 28. Instalacion del equipo Soxhlet.
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Figura 30. Medicion del pH luego de haber agregado hidréxido de amonio a la solucién
acida.
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Figura 31. Separacion del extracto de alcaloides (diclorometano) y el residuo acuoso.

Figura 32. Cromatografo de gases acoplado a Espectrometria de masas GC/MS.
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