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RESUMEN

El presente proyecto de tesis fue realizado en el laboratorio de Fotoquimica, de la Facultad
de Ingenieria Quimica de la UNAP, con un periodo de 4 meses y las Pruebas de
Resonancia Magnética Nuclear fueron realizadas con la colaboracién de la Pontificia

Universidad Cat6lica del Per(.

Las semillas de Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) fueron obtenidas de la
recoleccion de mazorcas en el km 16 de la carretera Iquitos- Nauta en la comunidad de
Varillal; en el distrito de San Juan del departamento de Loreto, luego de su traslado, fueron
secadas a temperatura ambiente (25 a 30°C),molidas y luego se cogi6 95 g de muestra, para
realizar el desengrasado en un equipo de soxhlet; como solvente se utilizd al éter de
petréleo a una temperatura de 45 °C por espacio de 120 horas, hasta que se agote el
contenido de grasa de la muestra, el rendimiento de Theobroma subincanum Mart.
(Cacao del Varillal) fue de 1.27 g de teobromina en forma cristalina, equivalente a 1.34%.

Utilizando el método de inclusion selectiva se adsorbié la teobromina con MgO vy se des

adsorbe conH2S04 al 10%.Cristalizamos la teobromina con NaOH al 10%.

Para obtener la elucidacién estructural de la sustancia aislada, se realizd6 empleando
métodos de pruebas fisicoquimicas y espectrométricas. De las pruebas fisicoguimicas se
comprobaron el Punto de fusion en el equipo Kisatom obteniendo el valor de 351.8 °C. De
la Cromatografia de Capa Fina (TLC) en la corrida se obtiene el valor de Rf x 100 = 36,
para la determinacién del peso molecular se realizé por el método de Rast obteniendo el
valor de 180.45 g/mol, con un margen de error de 0.15% ya que la literatura nos muestra el

peso molecular de teobromina es de 180.18 g/mol.

De la pruebasespectrométricas para la elucidacion de la estructura quimica la
espectrometria UV —Visible en el equipo de espectroscopia de UV — Visible Génesis VI

registraun valor de A maximo de 275 nm idéntica al que nos brinda la literatura.

La prueba de Resonancia MagnéticaNuclear de Protones y de Carbono—13 nos muestran

valores de desplazamiento que la sustancia aislada es teobromina.



ABSTRACT

This thesis project was conducted in the laboratory of Phytochemistry, Faculty of
Chemistry UNAP Engineering, with a period of 4 months and Testing Magnetic
Resonance Imaging were performed in collaboration with the Pontificia Universidad

Catolica del Peru.

The seeds of Theobroma subincanum Mart. (Cocoa Varillal) were obtained from
harvesting cobs at km 16 of the road Iquitos - NautaVarillal the community; in the district
of San Juan department of Loreto, after transfer, were dried at room temperature (25- 30
°C), ground and then 95 g of sample was picked for degreasing in soxhlet equipment; was
used as solvent to petroleum ether at a temperature of 45 °C for about 120 hours, until the
fat content of the sample runs, the yield of Theobroma subincanum Mart. (Cocoa

Varillal) was 1.27 g of theobromine in crystalline form, equivalent to 1.34%.

Using the method of selective inclusion theobromine adsorbed to MgO and des adsorbed
10% H2SO0s. Crystallize theobromine with 10% NaOH.

For the structural elucidation of the isolated substance was performed using methods of
physicochemical and spectrometric tests. Of physico the Melting Point Kisatom team
checked in obtaining the value of 351.8 °C. From Thin Layer Chromatography (TLC) on
the run value of Rf x 100 = 36 is obtained for the molecular weight determination was
performed by the method of Rast obtaining the value of 180.45 g/mol, with a margin of
error 0.15% as the literature shows that the molecular weight of theobromine is
180.18g/mol.

From spectrometric evidence for the elucidation of the chemical structure -Visible UV
spectrometry in the UV spectroscopy equipment - Visible Genesis VI registers a A max

value of 275 nm identical to that literature offers us.

Test Proton Nuclear Magnetic Resonance Carbon-13 and offset values show that the

isolated substance is theobromine.
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INTRODUCCION

La especie vegetal Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal), como
objeto de estudio, ha permitido demostrar que esta planta marginal, tan igual que
Theobroma cacao (Cacao), posee teobromina, alcaloide de naturaleza purinica

que se halla presente en plantas de la familia Esterculiaceae.

Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal), por ser poco conocido, no
ha llegado a tener ninguna demanda frente a las repercusiones industriales,
alimentarias que posee el cacao del cual se elabora el chocolate para la
alimentacion y se obtiene la manteca que se utiliza en la industria farmacéutica y

cosmetologica.

Este estudio pone a la luz del conocimiento una nueva especie vegetal
complementaria al cacao; porque puede otorgarsele los mismos usos que tiene el
cacao, pero también se puede utilizar para la obtencion de teobromina para cubrir

la demanda de la industria farmacéutica mundial.

El hallazgo de teobromina en esta especie vegetal abre ademas la posibilidad de
introducir en la region una nueva linea de actividad agroindustrial que permitira

dar trabajo a los campesinos y mejorar sus condiciones de vida.
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CAPITULOI.



1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el mundo existe una creciente necesidad en la busqueda de especies vegetales
con contenido de teobromina, ya que actualmente son pocas las fuentes que

contienen este alcaloide y estan circunscritas a la familia Esterculiaceae.

El mas conocido mundialmente es Theobroma cacao (Cacao), originario de
América tropical (México, Brasil, Pert, Ecuador y otros paises). Es una planta que
también se cultiva en Africa (Costa de Marfil, Ghana, Nigeria, Camertn) y en el
Sureste de Asia (Malasia e Indonesia). El cacao es utilizado tanto por la industria
farmacéutica como por la industria alimentaria; la semilla contiene un alcaloide
caracteristico, la teobromina. Ademas es rica en materias grasas y albumina. De
las semillas, desecadas, torrefactadas y molidas se obtiene el polvo de cacao, base
para la elaboracién del chocolate, para el cual se separa 50% de manteca
(triglicéridos de acidos grasas de Cie a Cig), para la fabricacion de pomadas o
supositorios y crema facial, y finalmente después del desengrase la teobromina se
usa para preparados farmacéuticos como diuréticos, antiinflamatorios, bronco

dilatadores y estimulantes del sistema nervioso. ®

Por sus mejores cualidades farmacoldgicas frente a otros principios activos de
accion similar, resulta de suma importancia encontrar otras plantas con contenido

de teobromina.

El presente estudio pretende demostrar que Theobroma subincanum Mart.
(Cacao del Varillal), planta de uso marginal en la Amazonia peruana, posee
teobromina, de esta manera permitira incorporar esta especie a la industria
farmacéutica mundial como nueva materia prima que se sumara a las ya

conocidas.

Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) es un fruto silvestre casi

desenvainado semejante a Theobroma cacao (Cacao), pero mas pequerio.
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Otras especies de la familia Esterculiacea son casi irrelevantes en cuanto al
contenido de teobromina y se consumen como frutas, tales como Theobroma
bicolor (Macambo), Theobroma grandiflorum (Copoazu), Theobroma obovatum

(Cacao Cenizo), Herrania nitida (Poepps) y Schultes (Cacahuillo).

Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) es pariente a nivel del género
de Theobroma cacao (Cacao), las pruebas fotoquimicos para demostrar la
presencia de teobromina ha recaido en las semillas. Sin embargo, es necesaria que
esta sea corroborada mediante otras pruebas de mas complejidad como las de
Resonancia Magnética Nuclear de H* y de Carbono - 13, que validen con éxito el

resultado inicial.
Por todo lo mencionado es que se plantea la siguiente interrogante:

¢Es posible lograr el aislamiento y elucidacion estructural de teobromina presente
en las semillas de Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) por

métodos fisicoquimicos y espectrométricos?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

e Aislar y elucidar estructuralmente la teobromina que se halla presente en

las semillas de Theobroma subincanum Mart (Cacao del Varillal) por
métodos fisicoquimicos y espectrométricos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Aislar la teobromina de las semillas de Theobroma subincanum Mart.
(cacao del Varillal) por el método de inclusién y reparto de fases.

e Identificar la teobromina aislada por métodos fisicoquimicos Yy

espectrométricos.
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CAPITULO I1.



2.1 MARCO TEORICO
2.1.1. Antecedentes

Bruni, R. (2000) en su investigacion sobre “Composicion lipidica de
semillas de Theobroma subincanum Mart. en la region salvaje ecuatorial
y la comparacion con dos variedades de Theobroma cacao”, analiza la
fraccion lipidica de las semillas de Theobroma subincanum Mart. La
fraccion de lipidos se obtiene de las semillas a través de la extraccion con
fluidos supercriticos y el analisis realizado por cromatografia en capa fina
preparatoria seguido por cromatografia de gases. Los resultados revelaron
que en Theobroma subincanum Mart. Los triglicéridos contienen acidos
grasos con cadenas més largas. El punto de fusion y peroxido y nimeros
saponificables se determinaron para cada componente de Theobroma. Los
resultados llevan a la conclusién de que Theobroma subincanum Mart.
Produciria una mantequilla de calidad inferior a Theobroma cacao
(cacao). Sin embargo, los resultados apuntan hacia un uso comercial
significativa de Theobroma subincanum Mart. en productos de bajo

perfil. ©

Médici, A. (2002) en su trabajo “Tocoferol, acidos grasos y esteroles en
semillas de Theobroma subincanum Mart. en la region salvaje
ecuatoriana”, analizo partes de las semillas de Theobroma subincanum
Mart. Para determinar la distribucion cualitativa y cuantitativa de
tocoferol. Los &cidos grasos y los esteroles en los embriones, endospermo
y tegumentos también se evaluaron con el objetivo de caracterizar mejor la
matriz de la planta para su uso potencial como una fuente de compuestos
fitoquimicos, para el procesamiento de la manteca de cacao y/o como una
nueva fuente de bajo costo para productos naturales para el uso en
cosmética y las industrias alimentarias y/o nutracéuticas. Se realizaron
analisis de HPLC para los tocoferoles y cromatografia de gas,

espectrometria de masas y analisis de perfil de acidos grasos y fitosteroles.
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Los tocoferoles son particularmente abundantes en el embrion, con datos
cualitativos y cuantitativos similares al aceite del germen de trigo,
mientras que, en los tegumentos y endospermo, las concentraciones de
tocoferoles fueron menores. El perfil de &cidos grasos de fitosterol y
caracterizacion de las partes de la semilla mostraron datos homogéneos
cualitativos. En el endospermo, 80% de todos los acidos grasos consistio
en acido oleico y estedrico mientras que entre los esteroles, cicloartenol
fue més abundante en el endospermo que en los embriones y los
tegumentos. En consecuencia, las semillas de Theobroma subincanum
Mart. se pueden proponer como posibles sustitutos en la industria de
procesamiento de cacao y como una fuente potencial de isémeros de

vitamina E. @

Gonzales, C. (2009) en su estudio sobre “Contribuciones al conocimiento
de Theobroma subincanum Mart. (macambillo) frutal nativo de gran
potencial en la Amazonia peruana”, revela que la caracterizacion fisica,
quimica y bromatolégica de la pulpa y semillas son aprovechables y
representan entre 40 y 50% del fruto. La pulpa presenta valores de
humedad de 80.42 a 85.43 g/100g de muestra original, ceniza 0.22 a 0.68
9/100 g, lipidos 0.12 a 0.49g/100g Yy proteinas de 2.41 a 4.48 g/100g. Las
semillas presentan valores de ceniza de 2.14 a 3.68 g/100g de muestra
original, lipidos de 8.38 a 16.72 g/100g y proteinas entre 9.08 a 12.47
0/100g. La pulpa de macambillo o Cacao del Varillal presenta proteinas,
ceniza y lipidos ligeramente superiores a T. cacao, T. grandiflorum y T.
bicolor; sin embargo el valor nutritivo de la semilla muestra ligera
inferioridad.® Aunque es una planta de potencialidades econémicas muy

cercanas al cacao.

En la actualidad no se conocen otros estudios realizados relacionados con
la presencia de teobromina en Theobroma subincanum Mart. (Cacao del

Varillal) u otro metabdlito de esta planta de la familia de las xantinas.
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2.2. ldentificacién Botanica

La identificacion botanica de la especie vegetal, se realizd en el Herbarium
Amazonense de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana — UNAP,
por comparacion con excicata de especies analogas. Esta responde a la

clasificacion siguiente:

Theobroma subincanum Mart.
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsidae
Orden Malvales
Familia Esterculiaceae
Género Theobroma
Especie Theobroma subincanum Mart.
Nombres vulgares | Cacao del Varillal, Cacahuillo, Cacao
0 comunes Macambillo, Macambo Sacha.

2.2.1. Descripcion Boténica de Theobroma subincanum Mart.

Arbol silvestre mediano de unos 6 a 12 m de alto (a veces hasta 20 m),
el tronco tiene un diametro de 15 a 20 cm (a veces hasta 30 cm). Las
hojas son alargadas, elipticas a oblongas, obovada, ligeramente
asimétricas en la base, anteras o sinuadas hacia el apice, el haz color
verde oscuro, envés densamente marrén o ferruginoso, con longitud
entre 14 a 60 cm y entre 5 a 17 cm de ancho. Las flores son unisexuales
y apétalas reinen numerosos estambres y 2 léculos en las anteras, los

estambres pueden ser libres o connatos (por ejemplo fusionados).

Las relaciones evolucionarias de estas plantas no esta todavia muy claro

pero varios grupos monofilecticos, pueden ser distinguidos por ejemplo;

21



2.2.2.

malvoideae: malvaceae, malvarisceae, hibiscus y parientes gossypium y
parientes, bombacoideae, tiloideae, dombeyoideae, esterculiodeae,
browlowioideae, felicteoideae, grewtioideae, byttaderioideae, algunos

no pueden ser diagnosticados morfol6gicamente.”

Distribucion y Habitat

El género Theobroma tiene su origen en el Neotropico. Existen 22
especies, todos arboles pequefios, que crecen tipicamente en el
sotobosque de los bosques himedos tropicales (Rondén & Cumana,
2005). 1

Dentro de las especies del género Theobroma, Theobroma subincanum
Mart. (Cacao del Varillal), es la que presenta la mayor franja de
dispersién, encontrdndose en toda la extension de la cuenca del
Amazonas - Orinoco (TCA, 1997). El “macambillo” o “Cacao del
Varilla” habita generalmente en el bosque de tierras altas, de
preferencia en las margenes himedas de las quebradas (Cavalcante,
1991; Véasquez, 1997; Ronddén & Cumana, 2005). @0

En la Amazonia peruana se la encuentra en el bosque natural o bosques
secundarios en los departamentos de Amazonas, Junin, Loreto, Madre

de Dios, Pasco, San Martin y Ucayali. @

Crece en la Selva baja de la region Loreto; en areas arenosas y asociada
a las plantas del Varillal. En la regién Ucayali, se ha observado en las

zonas de rio Aguaytia en los bosques de Rinquia.
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En la figura N° 01 se muestra su distribucion geogréafica en el

departamento de la region Loreto.

ECUADOR

COLOMBIA

BRASIL

SAN MARTIN
Areas de distribucion
potencial

Il c:0
I Medio
[ Atto

I ] Muy Alto

[l Excetente

UCAYALI

Theobroma subincanum

Fig.01 Distribucién en el departamento de la region Loreto.

2.2.3. Aspectos Etnomedicinales y Etnofarmacoldgicos

La corteza del Cacao y otras especies del género Theobroma se usan

para el control de la diabetes. @9

Las semillas se mastican hasta obtener una sustancia mucilaginosa que

se luego se traga para calmar la tos.®v

2.2.4. Composicion Quimica de Theobroma subincanum Mart. (Cacao
del Varillal)

Contiene taninos; cuando se desengrasa, en la manteca se hallan

triglicéridos de acidos grasos tales como acido oleico, acido estearico
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y acido palmitico; también estan presentes en la manteca, pequefas
cantidades de esteroles: B-sitosterol, estigmasterol, campesterol y

pequefias cantidades de colesterol.®?

Teobromina es el componente alcaloidal del genero Theobroma, mas
estudiado en Theobroma cacao (cacao) que en otras especies;

también contiene cafeina en un 0.2 a 0.86mg. @

Hay presencia de azUcares tipo glucosa y sacarosa, y vitaminas como
niacina, riboflavina, tiamina, &cido ascorbico (vitamina C), piridoxina,

nicotinamida, &cido pantoténico.

Se encuentran en la semilla, aminoacidos como; histidina, arginina,
treonina, serina, acido glutdmico, prolina, glicina, alanina, valina,
lisina, leucina, isoleucina, tirosina y fenilalanina,®asi como

oligoelemntos; calcio, fosforo y hierro.®

2.2.5. Usos de la Teobromina

e Se emplea como diurético para evitar la retencion del agua en el
cuerpo causado por la insuficiencia renal.

e Contra el asma y la bronquitis actia como relajante muscular y
vasodilatador.

e Como estimulante cardiaco.

e Es relajante de la musculatura lisa de las vias biliares, se usa en el
tratamiento del céalculo biliar y del cardias.

e Tiene la capacidad de fijarse a receptores adenosinicos.®®

e Estimulan la contractibilidad cardiaca en la forma mas rapida que la
digitalina y maés prolongada que los B-adrenérgicos, es util en

pacientes con cor pulmonale.
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2.3. Mecanismo de Accion de Teobromina

Las xantinas inhiben la fosfodiesterasa del AMPc (adenosin monofosfato
ciclico) del GMPc (guanosin monofosfato ciclico) aumentando los niveles de
dichos nucledtidos, alterando la movilizacion del Ca*™ intercelular, pero estas
acciones se producen con concentracion de teobromina superiores a la dosis
terapéutica, la hipotesis de accion actualmente mas aceptada se basa en la
capacidad de las xantinas para bloquear receptores adenosinicos A1y A2 a

concentraciones equivalentes a las terapéuticas.

Las acciones de la adenosina en los diversos 6rganos es variado. EI SNC es la
regiobn mas rica en receptores adenosinicos de todo el organismo, la
activacion de receptores Al parasimpatico reduce la liberacion de
neurotransmisores tanto excitadores, como inhibidores a nivel post
psinaptico, la activacion de receptores Al y A2 origina hiperpolarizacion e
inhibicién de la actividad neuronal que explica las propiedades de la
adenosina en el SNC; ansidlisis, sedacion y suefio. Depresion respiratoria
accion anti epiléptica y neuroprotectora en situaciones de crisis epiléptica,
hipoxia, isquemia e hipoglucemia por accion facilitadora de la actividad
antinociceptiva de los opioides a nivel cardiovascular. La adenosina tiene
propiedades inotropicas, cianotropicas negativos (Al) y provee
vasodilatacion en la mayoria de los territorios con receptores A2 incluyendo
coronarios Yy arterias cerebrales. Sobre el rifion la adenosina reduce el flujo
sanguineo, la velocidad de filtracion glomerular y la liberacion de renina
(Al), por lo tanto originard una disminucion de la diuresis sobre la
musculatura lisa bronquial, su accién directa A2 es broncodilatadora pero la
inhalacién de adenosina por individuos asmaticos genera una poderosa
respuesta bronco constrictora, mientras que paraddjicamente en individuos
sanos no modifica el calibre de las vias aereas, se propone que la adenosina
favorece la liberacion de mediadores por parte de los mastocitos pro activados

inmunolégicamente y pone en marcha mecanismos inflamatorios neurdgenos.
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2.4.

Todas estas acciones de la adenosina son antagonizados por la metilxantinas

justificando asi la mayoria de sus acciones farmacoldgicas.

Sin embargo la accion anti adenosinica de las metilxantinas no explica
completamente su accién bronquial ya que esta aun por dilucidar el papel real
que puede desempefiar la transmision adenosinica en la patogenia del asma y
por lo tanto la relevancia que el bloqueo de sus receptores pudiera tener en la

respuesta terapéutica a la teobromina. @9

Alcaloides; Generalidades

El termino Alcaloide proviene de alkaly que significa sosa (alcalino),
acufiado por Wilhen Meisner en 1818 y se referia a las propiedades béasicas

que tenian estas sustancias aisladas de las plantas.®

El alcaloide es un compuesto organico de origen vegetal, nitrogenado en él se
encuentra generalmente constituyendo un compuesto ciclico, derivado
generalmente de aminoacidos de caracter mas o menos basico, de distribucién
restringida, con propiedades farmacoldgicas importantes a bajas dosis y que

responden a reacciones comunes de precipitacion.

Actualmente se emplea la palabra alcaloide en un sentido mas restrictivo que
el criterio original, se incluye actualmente en la denominacién a metabolitos
secundarios con propiedades no necesariamente basicas en la que parte de la
estructura incluyendo el nitrégeno procede de los aminoécidos, no se incluye
azlcares, ni lipidos nitrogenados como tampoco compuestos en los que el
nitrégeno forma parte de funciones neutras, no aminicas, ni amidicas, tales
como por ejemplo: nitrociano o isociano; se excluye asi mismo a aminas
simples como etanol amina, adrenalina o dopamina, que se desempefian como
mensajeros quimicos o cumplen otras funciones; también se excluyen
aminoacidos o péptidos raros procedentes de hongos, heterociclicos

nitrogenados simples y pigmentos pirrélicos.®
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2.4.1. Clasificacion de los Alcaloides
Segun su estructura quimica los alcaloides se clasifican en 4 grupos:

A. Alcaloides verdaderos.- Formados a partir de aminoacidos que tienen
siempre un nitrégeno intra ciclico que forma parte de un heterociclo:
triptéfano. © Tienen caracter basico y existen en la naturaleza en estado
de sal.

B. Protoalcaloides.- Son aminas sencillas con nitrégeno extra ciclico, de
caracter basico y provienen del metabolismo de los aminoéacidos:
tiramina, serotonina.

C. Pseudoalcaloides.- No son derivados de aminoacidos aunque tienen
todas las caracteristicas de los alcaloides.®

D. Alcaloides imperfectos.- Son derivados de bases purinicas y no
precipitan con los reactivos especificos para alcaloides; caso de

teobromina, cafeina y teofilina.

Segun sus propiedades farmacoldgicas los alcaloides pueden ser:

A. Modificadores del Sistema Nervioso Central:
A.1.Estimulantes del Sistema Nervioso Central: Ibogaina, estricnina.
A.2.Alucinégenos: como mezcalina del peyote, harmalina de
Banisteriopsiscaapi (ayahuasca), dimetiltriptamina de psychotriaviridis
(chacruna).

B. Modificadores del Sistema Nervioso Auténomo:
B.1.Parasimpaticomiméticos de accion directa: pilocarpina.

B.2. Parasimpaticoliticos: alcaloides de la belladona y de la efedra.

Segun su Distribucidn en Familias Botanicas, los alcaloides pueden ser:

C.1. Alcaloides de Solanaceas: solasodina, nicotina y hioscina.

C.2. Alcaloides de Rubiaceas: mitrafilina y cafeina.
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C.3. Alcaloides de Amarilidaceas: colchicina.

C.4. Alcaloides de Menisperméaceas; D-tubocurarina.

Segun su Origen Biosintético los alcaloides pueden ser:

D.1. Alcaloides derivados de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina):

lobelina

D.2. Alcaloides derivados de aminoacidos Aromaticos
(fenilalanina/tirosina): solasodina, papaverina, triptéfano, psilocibina

y harmina. @9

2.4.2. Biogenesis de los Alcaloides

Los alcaloides provienen de aminoacidos precursores como los
aminoacidos alifaticos y aminoéacidos aromaticos. Se tienen los

siguientes:

e Alifaticos como: ornitina, lisina e histidina.

e Aromaticos como: fenilalanina, tirosina y triptéfano.

e En la formacion de los alcaloides también intervienen vitaminas
como: acido nicotinico; derivados del é&cido benzoico (acido
antranilico) o acido 2 — aminobenzoico.

e También intervienen bases purinicas, unidades de triterpenos y

derivados de acetato.
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En la figura N° 02 se observan algunos aminoécidos, vitaminas y purinas

que originan alcaloides.
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Fig. N° 02 Aminoacidos, vitaminas y purinas que dan origen a los Alcaloides.

2.4.3. Métodos de ldentificacién o Caracterizaciéon Preliminar de los

Alcaloides.

La técnica de caracterizacion de los alcaloides consiste en una
precipitacion de éstos con reactivos especificos, se basa en la capacidad
que tienen los alcaloides de combinarse con metales pesados: Bismuto,
Mercurio, Tungsteno o lodo. En la practica se emplean soluciones yodo
- yoduradas como el Mercurio tetrayoduro de potasio (reactivo de
Mayer), el tetrayodo bismutato de potasio (reactivo de Dragendorff)
pero también se puede utilizar el acido silicotungstico (mezcla de
Oxidos de tungsteno y de silicio) o soluciones alcalinas de iodoplatinato.
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Otros reactivos originan reacciones coloreadas caracteristicas de un
determinado grupo de alcaloides, como el p—dimetilamino benzaldehido
para los alcaloides del cornezuelo de centeno; el Sulfato de cerio y de
amonio que diferencian los indoles (amarillos) de los de hidroindoles
(rojos) y los B-amino acrilatos (azules), los oxiindoles, etc, la ninhidrina
para los fenilalquilaminas; el reactivo de Vitali-Morin para los
alcaloides tropanicos; el Cloruro férrico en medio clorhidrico para las
tropolonas o en medio perclérico para los alcaloides de Rauwolfia, pero
los alcaloides de naturaleza purinica como teobromina no son
detectados con los reactivos citados, si es posible identificar con acido
nitrico concentrado disolviendo la teobromina en este &cido
evaporandolo a sequedad y afiadiendo gotas de NH4OH que da una
coloracion purpura®, Stahl Egon sefiala que teobromina puede ser
identificado por cromatografia de capa fina (TLC), utilizando placas de
silica gel F2s4 y resolviendo la corrida con los disolventes de acetona,
cloroformo, n-butanol e hidroxido de amonio al 25% a saturacion
normal, el valor de Rf x 100 = 36.@)

2.4.4. Proceso de Aislamiento de Alcaloides
2.4.4.1. Métodos de Aislamiento de Alcaloides

Se funda en el hecho de que los alcaloides se hallan en las
plantas al estado de sales o de combinaciones solubles, con
caracter basico y que sus bases y sus sales poseen distinta
solubilidad en disolventes organicos y agua, respectivamente,

segun su pH.

Pero cuando el material del que se va a aislar contiene a
menudo cantidades considerables de grasas, terpenos, ceras y
otras sustancias lipofilicas que interrumpen el proceso de

aislamiento, sobre todo dando lugar a emulsiones, previamente
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se debe proceder a un desengrasado del material vegetal
pulverizado, empleando n-hexano o éter de petréleo en un
equipo de Soxhlet que liberara del material las sustancias
lipidicas. Estos disolventes no arrastran nunca en medio neutro

a los alcaloides ni parte de ellos.®

2.4.4.2. Extraccién en Medio Alcalino

La droga pulverizada y desengrasada se mezcla con una
solucién acuosa alcalina que desplaza los alcaloides de sus
combinaciones salinas; en forma de bases se extraen con un
solvente organico como cloroformo, diclorometano, benceno,

etc. ®®

El agente empleado para la alcalinizacion suele ser el
amoniaco si los alcaloides poseen una funcion I&bil; por
ejemplo para una funcién éster se debe emplear carbonatos

alcalinos en vez de amoniaco. @®

El disolvente organico que contiene disuelto los alcaloides
base se separa por destilacion a presion reducida llevada a 1/5

de su volumen. @®

Luego se trata con solucion acuosa &cida, para que los
alcaloides pasen a sales, que se solubilizan en la fase acuosa
mientras otras moléculas como pigmentos, esteroles y otras
impurezas permanecen en solucion en la fase organica. Se
pueden emplear diferentes &cidos (&cido clorhidrico, &cido
sulfurico o acido orto-fosforico), pero siempre en soluciones
diluidas (2 al 5%). ®®

Las soluciones acuosas de las sales de alcaloides reunidas y en

caso necesario lavadas con solvente apolar, se alcalinizan con
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una base en presencia de un disolvente no miscible
(cloroformo). Se agota asi da la fase acuosa todos los
alcaloides ya que pasen a la fase organica, lo que se verifica al
presentar la fase acuosa resultados negativos cuando se le
agrega el reactivo de Mayer. @®

El disolvente organico que contiene el alcaloide base se
decanta, se eliminan las trazas de agua que pudiera contener
con sulfato de sodio anhidro y se concentra al vacio; se obtiene
asi un residuo que contiene los alcaloides totales.® Estos se
pueden separar por cromatografia de columna en gradiente de
pH.®

2.4.4.3. Extraccion en medio Acido

Se pueden presentar dos casos, en el primer caso la droga
pulverizada se extrae con una solucion &cido acuoso.®®En el
segundo caso se utilizan soluciones alcohdlicas o hidro-
alcohdlicas &cidas, de acido tartarico, por ejemplo para la
extraccion se debe concentrar el liquido extraido por

destilacion al vacio para eliminar el alcohol.®®

En ambos casos se obtienen soluciones acuosas de sales de
alcaloides y estas soluciones pueden tratarse de los modos

siguientes:®

e Alcalinizando y extrayendo las bases con un disolvente
organico no miscible (con lo que se vuelve al caso
anterior).

e Fijacion de los alcaloides sobre resinas de intercambio

iGnico y después realizar su elucion con acidos fuertes.
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e Precipitacion de los alcaloides bajo la forma de yodo -
mercuriatos utilizando el reactivo de Mayer concentrado,
el complejo formado se recupera tras filtracion o
centrifugacion éste se redisuelve en una mezcla de
alcohol : agua : acetona (60:30:10); posteriormente estas
sales de alcaloides se rompen al pasarlas por resinas de
intercambio i6nico, técnica indicada para los alcaloides

amino cuaternarios (tipo D-tubocurarina del curare).(®

Existen técnicas especiales de extraccion destinadas a la
obtencién de alcaloides volatiles. Por ejemplo, por arrastre en
corriente de vapor de agua caso la esparteina o para aquellos
alcaloides de caracter béasico débil que por este motivo son
solubles en agua en forma de base (colchicina) o también en el
caso de alcaloides cuyas sales son directamente disociables y
por lo tanto solubles en medio orgénico como por ejemplo la

reserpina de Rauwolfia serpentina. t®

2.5. Purificacion de los Alcaloides

Sea cual fuera el método elegido para el aislamiento de los alcaloides, no se
obtiene un producto puro sino una mezcla de sustancias a menudo complejas
que hay que separarlas. En el mejor de los casos una de estas sustancias es
mayoritaria y puede obtenerse por cristalizacion directa. Por ejemplo, la
quinina que cristaliza en forma de sulfato, se logra neutralizando los liquidos
donde se la extrajo; en otros casos los distintos alcaloides que se encuentran
en la mezcla, tienen distinto grado de basicidad por lo que se puede proceder

realizando extracciones selectivas a diferente pH. @®

Técnicas habituales de laboratorio pueden ser separaciones en contracorriente

y sobre todo el empleo de técnicas cromatograficas: cromatografia de capa
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2.6.

fina, sobre silice o alimina, cromatografia de filtracion en gel con sephadex

LH de diferente graduacién, cromatografia de intercambio idnico, etc.®

Alcaloides Purinicos: Teobromina

Biogénesis. Los alcaloides derivados de bases purinicas como por ejemplo
teobromina, cafeina y teofilina tienen un origen biosintético comun. ®En la
figura N° 03 se observa la ruta metabdlica que sigue la formacion de

teobromina.

Estudios metabdlicos amplios de los alcaloides Purinicos en la hoja de té
(Theasinensis) y café (Coffee arabica) han permitido elucidar la biosintesis

de la teobromina con ciertos detalles segin Misako K. et al. 1999

La disponibilidad de datos respalda las fases siguientes:®

S

Xantosina — 7- metilxantosina =— 7 - metilxanting ——» teobromina

Ribosa
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En la figura N° 03, se observa que este recorrido es considerado como la ruta

mayor para llegar a la sintesis de la teobromina.
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2 fa} Ha  HN /J i
| N// cHl—o—i"vfoH_‘/‘H, )\ /“\ K;: . HN L\T"' \
0 o oo J\ /[\ /
S o W
Ribosa H Ribosa
Guanosina Xantosina
CH»
OH OH

Guanosis monofosfato

CHz

0 Cha 0 (s /10 ‘
Ribosa N
HN/]K&'/M\ HN"JK\VJM\ HN L\""’ \}
J\ /‘L ;S J\ /‘L Nj < OJ\N’/L'N/
ow N C N Ho ke
s ibosa
Teobromina 7-metil xantina 7-metil xantosina

(3,7 metil xantina)

Fig. N° 03 Recorrido de la Sintesis de Teobromina.

Segun Misako, K. et al, poco se conoce acerca de las propiedades de las
enzimas que participan en la biosintesis de la teobromina. El recorrido sigue
dos etapas de metilacion dependientes del S — adenosil metionina. Las N —
metil transferasas cumplen un rol importantisimo; ejemplo, la xantina N —
metil transferasa cataliza la formacion de 7 — metil-xantosina a partir de
xantosina de la que se sustrae la ribosa para dar lugar a la 7 — metil — xantina,
luego por accién enzimatica se muestra en posicion 3 para dar lugar a la 3,7

dimetil - xantina o teobromina. ®
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2.6.1. Método de Aislamiento de teobromina 6 3,7 dimetil- xantina

La teobromina dada sus particulares condiciones de no poder ser
reconocida con reactivos generales para alcaloides: Dragendorff,
Mayer, Wagner, también tiene la particularidad de no ser facilmente

aislado por los métodos &cido y bésico sefialados.

Los alcaloides; teobromina, cafeina y teofilina son separados por el
método de inclusion utilizado por lkan R, y sefialado por Harborne J.B.
quien recomienda explicar este método para el aislamiento de cafeina

pero también es utilizado para el aislamiento de teobromina.®

En este caso a la sustancia que se va a separar; teobromina, se conoce
como huésped, el adsorbente donde sera retenida la solucion se conoce
como hospedero, a la estructura cristalina del hospedero se le denomina
estroma en este caso el 6xido de magnesio (MgO) que vamos a utilizar

para separar la teobromina.

En los reticulos cristalinos del hospedero se introducen las moléculas
huésped de teobromina y solo pueden salir de esta cuando se le hace
reaccionar con solucion de acido sulfdrico al 10%, produciéndose la

reaccion siguiente:

Huésped (teobromina) + Hospedero (MgO) + H,504 — MzSO, +l H;0 + Huésped (teobromina)

Al reaccionar el MgO con el H2SO4, se rompe el hospedero y deja libre

al huesped (teobromina).

Después de producida la reaccion, se filtra para separar el MgSO4
formado, y el filtrado acuoso en el que esta contenida la teobromina se

extrae con cloroformo.
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2.6.2.

Se destila el cloroformo a presion reducida y se obtiene el huésped
(teobromina). Mientras que la cafeina se disuelve en etanol, la
teobromina es débilmente soluble en alcohol al 95% pero es soluble en
solucién de sustancias basicas (NaOH). Se puede cristalizar la
teobromina tratando con una mezcla de alcohol absoluto y agua con la
proporcion: 10 ml y 90 ml de una solucién acuosa de bicarbonato al
2%.

Prueba de Identificacion de teobromina

Ninguno de los reactivos generales para alcaloides da positivo para
cuando se trata de los alcaloides de naturaleza purinica a los que
pertenece teobromina (alcaloide denominado “imperfecto”). Para
determinar teobromina una vez aislada se disuelve una pequefia
cantidad de cristales en 03 gotas de &cido nitrico concentrado, se
evapora a sequedad en céapsula de porcelana, se afiaden 02 gotas de

hidroxido de amonio y da una coloracion violeta.®

Es posible determinar la teobromina aislada utilizando TLC sobre capas
de silica gel F2ss, se aplica 3 microgramos disuelto en diclorometano
utilizando como solvente de resolucion benceno: acetona (30:70 vol.) se

saturala cdmara con Hidroxido de Amonio al 25%.

El valor para 3,7 dimetil — xantina es de Rf X 100 = 36 ®
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2.7. Determinacion de las propiedades Fisicoquimicas y Espectrométricas de

Teobromina

2.7.1. Pruebas Fisicoquimicas

2.7.1.1. Punto de Fusién

Es una prueba importante en la elucidacion de la estructura
quimica de la sustancia en estado de pureza y solo se realiza

con sustancias que se hallan en estado sélido.

En sustancias que se presumen conocidas, si se dispone de un
patron con el que se quiere comparar la sustancia aislada, se
mezclan ambas sustancias, reduciéndolas a particulas muy
finas, se colocan en el aparato de Thiele o en el equipo Fisher
Johns. Si en el momento que funde no hay depresion en el
punto de fusidn de la muestra patrén, quiere decir que ambas
sustancias son iguales. En otro caso se mide el punto de fusion
de la muestra de prueba y se compara el valor obtenido con la
literatura (Handbook of Chemistry and Physics CRC Press
1982). Si los valores son idénticos se asume que se trata de la

misma sustancia.

2.7.1.2. Aparatos que miden el Punto de Fusion

Aparato de Thiele.- Es un recipiente en forma de una pistola en el

que se introduce aceite mineral, luego un termémetro al que va

adosado un tubo capilar que contiene la muestra cerca al bulbo del

termometro.

En

la parte exterior se coloca otro termOmetro paralelo al

introducido en el Thiele, se calienta por la parte de abajo con

mechero Bunsen a una velocidad de elevacion de la temperatura de

1 a 2°C por minuto. Debera observase la temperatura a la cual la
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sustancia prueba empieza a fundirse y aquella a la cual se licta
(Ta).

Estos valores se anotan como el intervalo del punto de fusion;
también debe registrarse la temperatura que marca el termometro

exterior (T>).

La correccion del vastago se calcula por la formula siguiente:
Correccion =+ N (T1 — T2) X 0.000154

Donde:

N = grados de la columnilla de mercurio arriba del nivel del bafio

de aceite.
T1= punto de fusion observado.
T, = temperatura promedio de la columnilla de mercurio.

El valor de correccion se afiade al punto de fusién observado y éste

es el punto de fusion corregido. ?2

En la actualidad se dispone de equipos modernos para determinar el
punto de fusion, estos son: aparato Fisher Johns, aparato Nalge —
Axelrod.

Aparato Fisher Johns.- Tiene una platina de aluminio que se
calienta eléctricamente, provista de un termémetro que registra
lecturas hasta de 300°C, la muestra se coloca entre dos cubre
objetos de 18 mm en la depresion de la platina de aluminio, la
temperatura se regula por medio de un transformador variable, y el
punto de fusion se observa con ayuda de un foco de iluminacion y

una lupa.

Aparato Nalge — Axelrod.- Consiste en un microscopio de 25
aumentos que tiene insertado un filtro polaroide, una fuente de
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iluminacion, una platina de aluminio que se calienta mediante
resistencia eléctrica y un termometro que registra temperaturas de
400°C.

La muestra se coloca en dos cubreobjetos de 18 mm y se acomoda
en la parte hueca de la platina, se enciende la luz y se enfoca el
microscopio. El tubo se hace girar hasta que casi se crucen los
filtros polaroides y se observa la fusion de los cristales a medida
que se va elevando la temperatura. Si la sustancia se aislé es

teobromina, el punto de fusién debe estar a 351 a 357°C.@)

2.8. Solubilidad

e 1 g de teobromina se disuelve en 1.5 ml de agua.

e Débilmente soluble en alcohol.

2.9. Propiedad Organoléptica

Tiene ligero sabor amargo no persistente.

2.10. Prueba de Cromatografia de Capa Fina (TLC)

Valor de Rf x 100

En placa de silica gel F2s4 (fase estacionaria) se aplica 3 microgramos de
cristales de la sustancia aislada, como solvente de resolucion se utiliza un
solvente 0 mezcla de solventes (fase movil) de benceno: acetona (30:70vol.);
mediante la separacion de componentes por efecto de una migracion

diferencial se debera obtener un Rf x 100 = 36.@)
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2.11. Determinacion del Peso Molecular por el Método de Rast

Cuando no se dispone de un espectrometro de masas en el que se pueda
determinar el peso molecular (ion padre) en caso de los fragmentos en que se
divide la molécula, el peso molecular de una sustancia se procede a
determinar con el clasico método de Rast por medio de la depresion del punto

de fusion del D—-alcanfor natural.??
El procedimiento consiste en lo siguiente:

Se determina el peso de un tubo de ensayo pequefio (8 x 50 mm) limpio y
seco. En el tubo de ensayo se coloca 50 mg del compuesto y se pesa en la
balanza analitica, después se afiade 500 mg de D—alcanfor natural y el tubo de
ensayo se pesa nuevamente. El contenido del tubo de ensayo se funde en una

Ilama muy pequefia hasta que se vuelva un liquido transparente.

Después que se enfrie, el contenido del tubo de ensayo se saca y coloca sobre
una luna de reloj. El material se pulveriza y se determina su punto de fusion
por el método de Thiele. Debe utilizarse un termémetro graduado hasta
decimas de grado y con un intervalo de 130 hasta 180°C. Se toma la
temperatura de fusiéon cuando la sustancia disuelta se vuelve transparente y
sin presencia de fase solida. Se determina el punto de fusiéon del D-alcanfor
natural. La diferencia entre dos puntos de fusién de la depresion que es el
punto de fusion del alcanfor, produjo el compuesto problema. El peso

molecular se calcula con la formula siguiente:

_ 39.7 XW; X 1000
N AT X W,
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Donde:
W= peso del compuesto problema
W>= peso del D-alcanfor
AT= depresion en el punto de fusion

39.7=k, constante de depresion molar del D—alcanfor

2.12. Pruebas Espectrométricas

2.12.1. Espectrometria Ultravioleta Visible

La absorcién en la region UV - visible del espectro depende de la
estructura de la molécula que se estudia. Se limita a detectar sistemas
conjugados que poseen una molécula como teobromina que tiene una
conjugacion formada por el grupo ceto (C = O) en posicion 6 y el doble
enlace C = C en las posiciones 4y 5.

Un grupo C=0 tiene dos pares de electrones no enlazantes (n). Bajo la
accion de una radiacion de luz n absorbe energia y promueve sus

electrones de 6 — 6* y de m — m*.

Una banda 1 — = * debido al doble enlace carbono C=C

Una banda n ——» 7 debido a los dos grupos ceto C=0

Con absorciones en el ultravioleta cercano, semejante a la cafeina.
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Fig. N° 04. Estructura quimica de Teobromina.

Todas las purinas tienen una banda de absorcion intensa entre 250 y
290 nm.

Un espectrofotémetro UV — visible es un equipo que consta de una
fuente de radiacion para la region UV del espectro. Consiste en un tubo
de descarga de hidrogeno que puede ser sustituido por una lampara
incandescente de tungsteno, un monocromador que dispersa la luz de la
fuente en longitudes de onda separados. Se usan prisma y redes de
difraccion. Un fotometro donde la luz monocromaética se transforma en
luz pulsante por medio de un interruptor periodico para que los haces de
la luz pasen al area de la muestra; aqui se colocan pequefias celdas en la

region més cercana al area del detector.

En el area de deteccion se registran los espectros en forma de longitud
de onda versus transmitancia ya que la absorbancia A es igual a la
reciproca de la transmitancia 1/T. las muestras a analizar son colocadas

en celdas de cuarzo.

Cuando la muestra se disuelve en agua la longitud de onda deber ser

igual a 275nm. Con lo que se evidencia que se trata de teobromina.
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2.12.2. Fundamentos de la Espectrometria de Resonancia Magnética

Nuclear

La espectrometria de resonancia magnética nuclear es una de las
herramientas mas Utiles para determinar la estructura de moléculas
organicas, da informacion acerca del nimero, tipo y conectividad de los

atomos de hidrégeno y carbono.®

La técnica involucra la interaccion (resonancia de energia y una fuente
externa) con las propiedades magnéticas de un nucleo. Esto no produce
una reaccion nuclear o una reaccion quimica. Ya que el material que se
somete a la prueba puede ser recuperado sin que cambie sus

propiedades.

El ndcleo de un dtomo cargado de particulas que rotan al igual que los
electrones se considera que tienen un estado de spin. El nucleo puede
ser comparado con las manecillas de reloj ya que gira idéntico a estas o
contrarias, lo que se conoce como dos estados de spin (1)) las particulas
cargadas que generan un campo magnético de spin. ElI campo
magnético actla igual que una pequefia barra magnética; semejante a
las agujas de una brujula. Es una pequefia barra magnética que puede

ser alineada con o contra un campo magnético externo Bo Ver figura 5.

S

s s
=i

N

Energia mas baja Energia mas alta

(mas estable) (menos estable)

Fig. N° 05 Iméan moviéndose a favor en un centro magnético externo.
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Este mismo efecto se produce cuando se coloca un protén en un campo
magnético externo. Segln la mecanica cuantica se requiere que el
momento magnético del protdn se alinie bien en el mismo sentido del
campo magnético externo o en sentido contrario al campo magnético

externo.

Al estado de energia mas bajo con el proton alineado al estado de
energia mas bajo con el campo externo, se conoce con el nombre de
estado de spin alfa (a); al estado de energia mas alta con el proton
alineado en contra del campo magnético externo, se conoce con el

nombre de spin beta ().

La energia requerida para que el ndcleo cambie la direccion de spin
debera ser exactamente la diferencia de energia entre los dos estados de

spin. Ver figura N° 06.

Estado de Spin B

. AE:
Energia AE,

Estado de Spin A

Intensidad de campo magneético al nucleo Heff

Fig. N° 06 Energia del cambio de Spin en funcion de la intensidad del campo magnético

2.12.3. Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear

El espectrometro es disefiado para tomar ventajas de las propiedades

magneéticas del nucleo.

Contiene un magneto muy fuerte. En el centro del magneto una electro
bobina enrollada suministra energia en el rango de radio frecuencia del

espectro electromagnético.
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La energia € de un fotdn de radiacion electromagnética es directamente

proporcional a su frecuencia (U), de modo que:

h
E=hU=Y— By
2m

Donde:
h= Constante de Planck = 6.626 X 10?"erg x seg.

n = Constante giro magnético.

El ndcleo absorbe energia en este rango de radio frecuencia y cambia
del estado de spin alfa més estable al més alto estado de energia spin
beta; de otro lado, la electro bobina capta cuando la muestra se
introduce en su interior (absorbe energia) y también cuando la energia
es liberada al retornar el nucleo del estado de spin beta al estado de spin
alfa y hallarse en un estado de equilibrio o — 3 donde el equilibrio se

haya restablecido.

Esta informacion de cambio de energia es enviada a una computadora y

analizada luego pasa a una registradora.

La registradora imprime el espectro de la muestra dando informacion

acerca del nimero, tipo y conectividad de H* y de C-13.44

La diferencia de energia entre dos estados de spin de un protén es
pequefia. Para un campo magnético externo intenso debe ser de 25,000
Gauss equivalente a 2.5 teslas; esta diferencia de energia es solo de
aproximadamente 10° Kcal/mol (4 x 10®° KJ/mol). Esta pequefa

energia es detectada por resonancia magnética nuclear.
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Los espectrometros de resonancia magnética nuclear suelen incorporar
imanes muy poderosos de forma que A€ sea lo mayor posible y que sea
facilmente detectable. La radio frecuencia que se necesita para la
resonancia se calcula en base a la intensidad del campo externo con el
que se trabaja. En el pasado la frecuencia de los espectrometros solian
ser de 60 MHz que corresponde a un campo magnético de 14,092
Gauss. Los espectrometros de resolucion mas alta operan a frecuencias
de 100 y 300 MHz que corresponden a campos de 23,486 y 70,459
Gauss, respectivamente. Actualmente existen espectrémetros de campo
alto de 400, 500, 600, 800 y 900 MHz. Estan en fase experimental

espectrometros que trabajan a un Giga.

Cuando los protones de los compuestos no estan aislados se rodean de
electrones que lo apantallan parcialmente del campo magnético externo.
Los electrones circulan en torno a los nucleos y generan un pequefio

campo magnético inducido que se opone al campo externo aplicado.

En una molécula la nube de electrones que hay alrededor de cada
nacleo actia como un espiral metélico rotando en funcion del campo
externo; esta rotacion inducida es una corriente circular cuyo campo
magnético se opone al campo externo: el resultado es que el campo
magnético en el nlcleo es méas débil que el campo externo y se dice que

el nicleo esta apantallado.

A 300 MHz por ejemplo, el proton aislado desapantallado absorbe a
70,459 Gauss, pero un proton apantallado requiere un campo mas
intenso. Los protones con entornos quimicos diferentes estan
apantallados de manera desigual; en el metanol por ejemplo, el &tomo
electromagnético del oxigeno hace que la densidad electronica
alrededor del proton del grupo oxhidrilo disminuya. El protén oxhidrilo
no esta tan apantallado con los protones del grupo metilo por lo que los
protones del grupo oxhidrilo absorben a un campo mas bajo que los

protones del metilo aunque todavia a un campo méas alto que los
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protones aislados; se dice que el protdn oxhidrilo estd algo

desapantallado por la presencia del &tomo de oxigeno electronegativo.

Debido a las estructuras diversas y complejas de las moléculas
organicas, los efectos de apantallamiento de los electrones en varias
posiciones son generalmente diferentes. La medida cuidadosa de la
intensidad de campo requerido por la resonancia de varios protones en

una molécula, proporciona dos clases de informacion importante:

a. El numero de absorciones diferentes, también llamado sefiales o
picos, indica cuantos tipos de protones estan presentes.

b. El grado de apantallamiento mostrado por esas absorciones indica la
densidad electronica de la molécula proxima a cada tipo de protdn.
Otros dos aspectos de la resonancia magnética nuclear que se
consideran, son las intensidades de las sefiales y sus modelos de
desdoblamiento.

c. Las intensidades de las sefiales son un indicador de cuéntos protones
de cada tipo estan presentes.

d. Los desdoblamientos de las sefiales dan informacion sobre los

protones proximos.

La medida de los desplazamientos quimicos en resonancia magnética
nuclear es importante debido al apantallamiento y desapantallamiento

electronico que se conoce con este nombre.

El desplazamiento quimico es la diferencia en partes por millon entre la
frecuencia de resonancia del proton observado y del tetrametilsilano
(TMS) que se utiliza como referencia interna. En la practica, para
distinguir los protones individuales es dificil medir con precision el
campo absoluto donde el proton absorbe, debido a que las sefiales
suelen diferenciarse en solo unas milésimas de Gauss a un campo

aplicado de 70,459 Gauss. Un método mas preciso para expresar el
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desplazamiento quimico es determinar el valor relativo con referencia a
un compuesto que se aflade a la muestra (referencia interna). La
diferencia entre la intensidad del campo magnético necesario para la
resonancia de los protones de la muestra y los protones de la referencia,

se pueden medir con mucha precision.

El compuesto de referencia que més se utiliza en Resonancia Magnética
Nuclear es el (CHz)sSi (TMS). Como el silicio es menos
electronegativo que el carbono los grupos metilo del TMS son
relativamente ricos en electrones y estos protones estdn muy
apantallados. Los protones TMS absorben a intensidades de campo mas
altos que la mayoria de los hidrogenos enlazados al carbono u otros
elementos, por lo que las sefiales de una muestra de resonancia
magnética nuclear aparecen a campo bajo (hacia la izquierda) de la
sefial del TMS.

Los doce protones del TMS absorben al mismo valor de campo
magnético aplicado ya que todos son equivalentes por lo que dan una

sola absorcidn interna (un solo pico) en el espectro.

Se afiade una pequefia cantidad de TMS a la muestra y el aparato mide
la diferencia de campo magnético entre la absorcién de los protones de
la muestra y la absorcion de los protones del TMS. Para cada tipo de
proton de la muestra, la distancia al campo bajo del TMS es el
desplazamiento quimico del proton. Los desplazamientos quimicos 6
(delta) se miden en partes por millén (ppm), fraccién adimensional del

campo total aplicado.

Por costumbre, la distancia en el espectro de resonancia magnética
nuclear entre las sefiales (diferencia de campo o de desplazamiento
quimico) de un proton, y del TMS no se mide en Gauss sino en
unidades de frecuencia (Hertzios) porque las unidades de frecuencia y

las unidades de campo magnético son siempre proporcionales.
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El eje horizontal del espectro de resonancia magnética nuclear esta

calibrado en Hertzios.

_ Desplazamiento a campo bajo respecto a TMS(Hz)
B Frecuencia total del espectrometro (MHz)

X

El hecho de utilizar desplazamientos quimicos para describir las

absorciones estandariza los valores para todos los espectrometros.®

La hibridizacién es un aspecto que debe ser tenido en cuenta en
resonancia magnética nuclear. La mayoria de protones en compuestos
organicos estan utilizados por &tomos de carbono. La electronegatividad

de los 4&tomos de carbono varia en funcién de su hibridizacion.

Los atomos de carbono que son hibridizados como sp son mas
electronegativos que sp? y atomos de carbono hibridizados sp?son mas

electronegativos que sp3.@

sp>sp?>sp?

2.12.4. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Protones

Un proton por diferenciacion es un atomo de hidrégeno sin un electron
(H"). Los protones en resonancia magnéticaestudian los atomos de
hidrogeno covalentemente enlazados a otro atomo generalmente
carbono; no es el estudio de protones libres. Sin embargo, las
discusiones de resonancia magnética nuclear utilizan los terminos
proton y atomo de hidrégeno intercambiable.@
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Para que la resonancia magnética nuclear tenga validez como una
herramienta de diagnostico, los protones en diferentes ambientes
quimicos necesitan absorber (resonar) radio-ondas a diferentes

frecuencias.

El ndcleo de un atomo de hidrogeno esta rodeado por una nube
electrénica (densidad del electron). ElI campo magnético externo
produce una fuerza (torque) sobre el electron causandole que genere un
campo magnético (H local) que se opone al campo magnético externo
Ho.

La densidad del electron alrededor del nucleo de hidrogeno es diferente

para protones que existen en diferentes ambientes quimicos.

La densidad del electron varia el campo magnético filtrado; por un
nacleo de hidrégeno también varia (Heff = Ho— H local).

Si el campo magnético producido por los cambios del nucleo cambia, la
frecuencia a la cual la radiacion es absorbida también cambia. La
frecuencia a la cual la radiacion es absorbida da informacién acerca del

ambiente quimico de los protones responsables de estas absorciones.

Protones en diferentes ambientes quimicos son llamados protones no
equivalentes. Ellos absorben radiaciéon a frecuencias levemente
diferentes medidas en Mega Hertzios (MHz); todos los protones del
TMS estan en un ambiente quimico idéntico y son llamados protones

equivalentes; todos ellos absorben radiacién a la misma frecuencia.®

2.12.5. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de C-13

La identificacién de un compuesto es obtenido analizando un espectro

de C-13 en adicion a un espectro de protones. Hay varias diferencias
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entre espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de C-13 y el de

protones.

La energia para que el spin cambie de direccion (transmision a —» 3)

ocurre a diferente frecuencia (Energia).

Las sefiales de la espectroscopia de C-13 no aparecen en las del

espectro de protones.

El desplazamiento quimico de protones ocurre en un rango de 0 a 10
ppm, mientras que el rango del espectro de C-13 es de 0 a 220 ppm;
esto constituye una ventaja debido a que la absorcién de C-13 presenta
un rango mas amplio que la adsorcion de protones, lo que permite una
lectura mas facil (Figura N° 06) pues indica codmo estan distribuidos los
desplazamientos para el C-13 en funcion de las estructuras sp, sp? y
sp?;también hay menos oportunidad de hallar picos de traslapamiento

no equivalentes.®

Cuando las multipletas se traslapan es dificil determinar cual pico
pertenece a cada multiplete de traslapamiento. El rango aproximado de
los desplazamientos quimicos de los &tomos de carbono no equivalentes

es como se muestra en la figura N° 07.

Sp? 5P

- ™ £ - -y
- -

1 100-70 &0-40

o (ppm)

Fig. N° 07. Valores de desplazamientos quimicos aproximados de RMN de C-13 (8 en ppm).
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2.13. Elucidacion Estructural del Compuesto Aislado

Para la elucidacion de la estructura quimica de la teobromina se utilizaran los
métodos fisicoquimicos siguientes:

e Punto de fusion.

e Valor de Rf x 100 (TCL).

e Determinacion del peso molecular por el método de Rast.

Asi como los métodos espectrométricos siguientes:

e Resonancia Magnética Nuclear de protones (RMN —H")
¢ Resonancia Magnética Nuclear de Carbono - 13 (RMN C-13)
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2.14. Variables Operacionales

Titulo tematico: Aislamiento y elucidacion estructural de teobromina de
semilla de Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) por métodos

fisicoquimicos y espectrométricos, Iquitos 2014.

2.14.1. Variable Independiente

Aislamiento de teobromina de semillas de Theobroma subincanum
Mart. (Cacao del Varillal)

2.14.2. Variable Dependiente

Elucidacién estructural de teobromina por métodos fisicoquimicos y

espectrométricos.
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2.14. Operacionalizacion de Variables

2.14.1. Variable Independiente

Variable Definicion Conceptual Definicion Operacional Indicador Tipoy Indice

Independiente Escala de

Variable
Aislamiento de | Theobroma subincanum Mart. | Recolectado el fruto se quitara las | Teobromi | Rendimiento | Producto
teobromina en | (Cacao del Varillal) es una especie | semillas, se llevara para quitar el arilo, | na pura en | de solido
semillas de | de cacao silvestre sin uso conocido | luego se secara la semilla y se llevara a | forma de | teobromina cristalino.
Theobroma a pesar de tener las mismas | molienda de la cual se tomara 95 g para | agujas aislada.
subincanum caracteristicas morfologicas del | desengrasarla en equipo de Soxhlet con | blancas.
Mart. (Cacao | cacao y poseer los arilos de sabor | éter de petroleo el proceso se realizara
del Varillal). dulce y acido como el cacao, | por 120 horas. El desengrasado se

poseen semillas de color purpura
semejante al cacao y tener un cierto
sabor amargo cuando se mastica la
semilla y al tostar el olor que
emana es agradable semejante al
cacao. No se ha reportado presencia
de teobromina en esta planta pero
las pruebasque realizamos arrojan
resultados positivos que queremos
confirmar luego de obtener la
teobromina.

extraera con una solucion de NaOH al
10 % (2 g de NaOH en 200 ml de agua)
calentandolo en bafio de arena a 45°C se
concentrara en bafio de arena a 1/5 de su
volumen, esta solucién se vertera sobre
50 g de 6xido de magnesio que incluird
selectivamente a la teobromina en sus
reticulos cristalinos para liberar la
teobromina se tratara con H2SO4 al 10%
y se extraera la teobromina con
cloroformo luego se procedera a su
cristalizacion.
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2.14.2. Variable Dependiente

Variable Definicion Conceptual Definicion Operacional Indicador Tipoy indice
Dependiente Escala de
Variable
Elucidacion Para verificar si la sustancia | A los cristales puros se les | Prueba de punto de | Grados Pureza del
estructural  de aislada de las sem_lllas de | determina el punto de fusion en fusion, pruebas para | centigrados oroducto
Theobroma subincanum | el aparato Kisatom (Nalge — ’ ’
teobromina por | Mart. (Cacao del Varillal) Es | Axelrod) se somete a prueba | detectar el peso | g/mol, Razon | analizado.
. el alcaloide purinico conocido | cromatogréfica de capa fina en .
métodos . . - molecular, pruebas | de corrida del | Solvente de
como teobromina es necesario | placa de silica gel Foss
fisicoquimicos y | elucidar la estructura del | corriendo en una mezcla de | de TLC, valor Rf x | soluto sobre | disolucién.
espectrométricos compuesto utilizando métodos b_enceno -acetona (30 :70 vol.); 100, pruebas de | el solvente
fisicoquimicos tales como; | si el volumen de Rf x 100 es ’ ’
punto de fusion, Rf x 100 en | igual a 36, comparado con el | resonancia desplazamien

TLC, peso molecular por el
método de Rast y por ultimo
realizar las pruebas
espectrométricas de resonancia
magnética nuclear de protones
y de C-13.

valor de la literatura se trata de
teobromina. Si sometido a las
pruebas de resonancia
magnética nuclear de H*y de C
— 13 tiene desplazamiento
segin la intencién de los
protones y de C-13 se trata de
teobromina.

magnética nuclear y
desplazamiento
quimico de protones
(H") y de C-13.

to en (ppm).
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2.15. Hipotesis
Es posible el aislamiento y elucidacion estructural de teobromina de semillas

de Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal), por métodos

fisicoquimicos y espectrométricos.
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CAPITULO I11.



3.1 METODOLOGIA

3.2.

El tipo de estudio que realizamos se inscribe en el marco de una investigacion
descriptiva por que realiza un analisis de la semilla de Theobroma
subincanum Mart. (Cacao del Varillal), se interesa en determinar la
presencia de teobromina en esta especie vegetal del mismo género del cacao
(Theobroma cacao) pero de diferente especie, estableciendo diferencias en

cuanto al contenido de teobromina en el Cacao y el Cacao del Varillal.

Desde el punto de vista de la diferenciacion entre investigacion cientifica e
investigacion tecnologica esta se inscribe en el marco de una investigacion
tecnoldgica por que tiene el proposito de lograr conocer la ocurrencia de
teobromina en esta especie vegetal por darle igual aplicacion préactica que a la
teobromina obtenidade cacao o por el método de sintesis cuyo méximo
proposito es su utilizacion en la industria farmacéutica como estimulante,
diurético y que posee actividad en la contractilidad del miocardio,
produciendo estimulacién del simpatico con simulacién de la actividad

simpatica mimética. @9

Disefio de la Investigacién

Consiste en sefialar todas las transformaciones que tuvieron lugar desde la
seleccion de una poblacion vegetal de Theobroma subincanum Mart.
(Cacao del Varillal), toma de la muestra, clasificacion botanica, criterios para
seleccionar la muestra, empleo de métodos y técnicas del procesamiento de
estudio en el laboratorio como parte su aislamiento seguido de la elucidacién

de la estructura quimica por métodos fisicoquimicos y espectrométricos.
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3.3. Poblacién y Muestra

3.3.1. Poblacion

El trabajo de campo consistio en encontrar un rodal de arboles de
Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) en el km 16 de la
carretera lquitos —Nauta a 30 minutos de la ciudad de lquitos,

compresion del distrito de San Juan Bautista, se localizé 30 arboles en

una extension de 500 m2.

3.3.2. Muestra

Los arboles se encontraron en plena fructificacion, aleatoriamente se
tom6 10 mazorcas maduras (fruto maduro), cada mazorca posee 40
semillas, en total 400 semillas, se recolectaron una rama con hojas y
fruto para ser identificados en el Herbarium Amazonense de la UNAP,

la identificacion botanica se halla contenido en el Anexo.

3.3.3. Criterios de Inclusién

Frutos maduros sanos y de mayor tamafio.

Hojas con flores y frutos para la identificacion botanica.

3.3.4. Criterios de Exclusion

Se descartaron frutos con invasion de plagas (Phytophthorasp.).
Se descartaron hojas agujeradas y con ataque de tizén (hongo de la

descomposicion).
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3.4. Procesamiento de Laboratorio

3.4.1. Etapas

3.4.1.1. Quebrantado de Mazorcas

Se romperan las mazorcas maduras golpedndolos con un

Martillo y de 10 mazorcas de obtendran 400 semillas.

3.4.1.2. Despojo del Arilo

Arilo es la sustancia dulce — acida y gomosa que recubre la
semilla, se quita el arilo lavando las semillas con arena blanca,

se agrega abundante agua y luego se filtra en un colador.

3.4.1.3. Secado y molienda de semillas

Las semillas se secaron sobre papel despacho a temperatura
ambiente por espacio de 15 dias. Luego se pesé 200 g y se molid
en molino de disco, se tomd 95 g de la muestra para el estudio.

3.4.1.4. Desengrasado

Se realizd en equipo de soxhlet, se prepararon dos cartuchos de
papel filtro whatman # 3, en uno de ellos se introdujo 50 g y en
el otro 45 g de muestra, se sellé correctamente y se introdujo en
el vaso del soxhlet, luego se armd el equipo que consta de un
envase de alimentacion y a la vez colector del solvente de
desengrase, a este colector se incorpora el vaso de soxhlet en
cuyo interior se introduce el cartucho y consta de unos tubos de
reflujo por donde circula el solvente (éter de petroleo), se
incorpora el refrigerante de reflujo que tiene orificios de entrada
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y salida de agua de refrigeracion, el equipo ademas consta de
una bateria calentamiento que eleva la temperatura al punto de
ebullicion del éter de petroleo (40 — 60 °C) el equipo funcionara
automaticamente después de su montaje por el tiempo necesario

hasta que se agote el contenido de grasa en la muestra.

Se trabajé desengrasando las semillas molidas por espacio de

120 horas después de este tiempo se desmonta el equipo.

3.4.1.5. Maceracién

Se macerd la muestra desengrasada equivalente a 95 g en 250
ml. de una solucion de NaOH al 10% (2 g de NaOH en 200 ml
de agua) calentandolo en bafio de arena a 45 °C en un sistema de
reflujo que consta de un balén de 500 ml de base esmerilado al
que se le incorpora un serpentin de reflujo para extraer la

teobromina.

3.4.1.6. Filtrado

Se filtr6 en embudo de buchner que lleva incorporado una

bomba de vacio de 0.1 militorriccellis.

3.4.1.7. Inclusién

Se toma 50 g de éxido de magnesio (MgO) en el vaso de
precipitado de 500 ml. y se vierte 200 ml. del filtrado; la
estructura de la molécula del O0xido de magnesio contiene
porosidades donde selectivamente son atrapados las moléculas

de teobromina.
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El 6xido de magnesio forma una red estromatica que cumple el
papel de hospedero mientras la teobromina hace el papel de
huésped que queda retenido en las porosidades del hospedero.

Se seca la mezcla de MgO — teobromina, liberandolo del agua de
bafio de arena a 45°C luego con una solucion de acido sulfurico
al 10% (36.8 g de H2SO4 en 200 ml. de agua) se rompe la red
estromatica que retiene a la teobromina dejandolo libre de

acuerdo con la reaccion siguiente:

(MgO + teobromina) + H2SOs ——#gS0O4 + H20 + Hospedero + Huésped

Reaccion (1)

3.4.1.8. Aislamiento de Teobromina

Mediante la reaccion (I) se forma sulfato de magnesio y la
teobromina se halla en la solucion acuosa, es decir el producto

de la reaccidn (1) es la siguiente:

MgSO. + teobromina (solucién acuosa)

Se filtra el producto de la reacciéon en papel de filtro, queda
retenido en el papel el sulfato de magnesio, mientras la
teobromina atraviesa el papel filtro, se adiciona hidréxido de
sodio al 10%, el filtrado se lleva a una pera de decantacion y se
extrae con cloroformo y la teobromina se separa con el
cloroformo formando dos fases, se desecha la fase acuosa y la
solucion con cloroformo se destila en un equipo de rotavapor, la

teobromina se obtiene de forma impura.
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3.4.1.9. Cristalizacion

Se disuelve la teobromina con agua caliente en medio alcalino
con NaOH al 10%, luego se adiciona norita (carbén activado), se
caliente y se filtra, luego se vuelve a calentar y otra vez se
vuelve a filtrar para quitar todo el carbdn activado, luego se deja

en reposo Y el precipitado es un polvo blanco cristalino.

3.5. Evaluacién del Rendimiento

De 95 g de muestra se obtuvo 1.27 g de teobromina cristalina.

peso de cristales aislados X 100

04 de rendimiento de teobroming =
peso de la muestra

1.27 g X100

04 de rendimiento de teobroming = 95
g

04 de rendimiento de teobromina = 1.34

3.6. Elucidacion de la estructura quimica de la sustancia aislada

La estructura quimica de la sustancia aislada se ha comprobado utilizando

pruebas fisicoguimicas y espectrométricas.
3.7. Pruebas Fisicoquimicas
3.7.1. Punto de Fusion
Se determina en el equipo Kisatom, una modificacion del equipo

Nalge— Axelrod se obtuvo el valor de 351.8 °C que comparado con el

valor de la literatura; se encuentra dentro del rango establecido.®®
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3.7.2. Cromatografia de Capa Fina

Se tomd 3 microgramos de la sustancia y se aplicd sobre la placa
(cromatofdlio de 3 cm X 20 cm) de silica gel F254 en una solucién de
diclorometano, se corri6 el cromatofolio en una mezcla de
benceno:acetona (30:70vol.) en la camara cromatografica debidamente
saturada se obtiene el valor de Rf x 100 = 36; comparado con el valor

de la literatura el resultado es idéntico. @

Distancia de recorrido X 100

R 100 =
fx Frente del solvente
5.04 X 100
Rf 100 = ————

Rf x 100 = 36 (valor experimental)

3.7.3. Determinacién del Peso Molecular por el Método de Rast

Se mezcldé 500 mg de alcanfor con 50 mg de la muestra aislada, la
diferencia de temperatura AT que es la disposicién en el punto de fusion
fue medido en el aparato de Kisatom el peso molecular fue obtenido

con los datos siguientes:
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AT = Pto de fusion del Alcanfor — Pto de fusion de la mezcla Alcanfor + muestra problema
Pto de fusion del Alcanfor =176

AT =176 -154 =22

397X 005X 100
22X 05

Peso molecular =

1985
Peso molecular = TTH

Peso molecular = 180.45g/mol

Comprobado este valor de 180.45 g/mol con el de la literatura de
180.15 g/mol, ambos valores son similares y calculamos el % de error

con la siguiente formula:

valor experimental — valor teorico
% de error = . X100
valor experimental

180.45 — 180.18
g de error = X100
180.45

27
180.45

Ug de error =

04 de error = 0.15

El porcentaje de 0.15 es casi insignificativo, en consecuencia se trata de

la misma sustancia.
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3.8. Pruebas Espectrométricas para la Elucidacion de la Estructura Quimica

3.8.1.

Absorbancia

3.8.2.

Espectrometria UV —Visible

30 microgramos de la muestra se disolvio en agua a pH 7, se corrié en
un aparato de espectroscopia de UV — Visible Génesis VI de la facultad
de Ingeniera Quimica de la UNAP que no posee registrador aritmético
pero en la pantalla se observa la grafica se observa un valor de A max.
de 275nm. (Ver figura N° 08).

[ )
|
L

A max (nm)

Fig. N° 08.Espectro UV — Visible de teobromina

Resonancia Magnética Nuclear de Protones

Esta prueba se realizd en el laboratorio de Resonancia Magnética
Nuclear de la Pontificia Universidad catolica del Per(, seccién quimica,
Facultad de Ciencias e Ingenieria en un espectrometro Bruker AC — 300
(300.13 MHZz), para correr el espectro se prepard una solucién con 5 mg
de cristales de la muestra, se diluyo en D>O (agua deuterada) y se
realizo en total 16 adquisiciones utilizando un pulso de 2.70
microsegundos y un ancho espectral (SW = 6,024.10 Hz) de 20.07 ppm,
la lectura e interpretacion de las sefiales del espectro de RMN H™ se

hace en el capitulo IV.
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3.8.3. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono - 13

El espectro de Carbono - 13 se obtuvo en la Pontifica Universidad
Catolica del Peru, preparando 20 mg de la muestra en DO (agua
deuterada), se realizd un total de 20,600 adquisiciones utilizando un
pulso de 8.6 microsegundos y un ancho espectral de 245.38 ppm (SW =
1,858.52 Hz) en el espectrometro Bruker AC - 300 de 75.47 MHz para
nucleos de Carbono — 13, en el capitulo 1V se hace la interpretacion de

los desplazamientos y sefiales.
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3.9. Equipos, Materiales y Reactivos

3.9.1.Equipos y Materiales

e Bateria Soxhlet
e Molino de disco
e Rotavapor Buchi R — 300

e Balanza analitica

e Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear — Bruker AC — 300

de la PUCP.
e Aparato de Kisatom para medir el p. f.
e Estufa Menmert

e Bomba de vacio General Electric 0.1 militorricellis

3.9.2. Materiales de Vidrio

e Pera de decantacion

e Balones de vidrio

e Embudo

e Vaso de precipitado de 50, 100, 200 y 500 ml.
e Luna de reloj

e Capilares

3.9.3. Materiales de Metal

e Soporte universal
e Espatulas

e Pinza de Moore
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3.9.4. Materiales de Porcelana

e Embudo Buchner

3.9.5. Material de Filtracion

e Algodon
o Papel de filtro

3.9.6. Reactivos

e Acido sulfarico

o Oxido de magnesio

e FEter de petroleo

e Cloroformo

e Acido nitrico

e Hidroxido de amonio
e D - Alcanfor

3.9.7. Material Cromatografico

¢ Placas cromatogréaficas (cromatofolio)
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CAPITULO IV.



4.1. RESULTADOS

4.1.1. Rendimiento de Teobromina Aislada de Semillas de Theobroma

subincanum Mart. (Cacao del Varillal)

Peso de los Cristales = 1.27 g

Peso de la muestra empleada = 95 g

04 Rendimiento de la teobromina aislada =

04 Rendimiento de la teobromina aislada =

peso de los cristales

peso de la muestra

U4 Rendimiento de la teobromina aislada = 1,34 %

4.1.2. Resultados de las Pruebas Fisicoquimicas

X100

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Peso Molecular | Punto de fusién Color Forma de Cristal | Rfx 100 (TLC)
en agua
Valor de Valor Valor de Valor Valor de Valor Valor de Valor Valor de Valor
Literatura | Experimental | Literatura | Experimental | Literatura | Experimental | Literatura | Experimental | Literatura | Experimental
180.18 180.45 351- | 351.809C | Blanco Blanco Agujas Agujas 36 36
g/mol g/mol 357 eC

4.1.3. Resultados de las Pruebas Espectrométricas para la Identificacion

de Teobromina

4.1.3.1. Prueba de Espectroscopia UV - Visible

A max. Literatura en nm

A méx. Valor experimental en nm

275

275
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4.1.3.2. Prueba de Resonancia Magnética Nuclear

4.1.3.2.1. Prueba de Resonancia Magnética Nuclear de
Protones en un Equipo Bruker AC — 300 (300.15 MHz)

En la figura N° 09 (ver anexo) a63.301, se observa el
singlete de un proton solitario correspondiente al grupo
metino del imidazol a 6 3.769 ppm se halla un singlete

correspondiente al grupo imino de la pirimidina.

El valor de & 4.697 ppm corresponde al disolvente que se

us6é como solvente para diluir la teobromina.

El AJ a 7.18 ppm y AJ a 3.39 y AJ 1.00 corresponden al
acoplamiento de la heteromolécula (heteroaromatica)

piperidone - imidazol.
4.1.3.2.2. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono — 13

En el espectro de RMNdeC-13 se observa un
desplazamiento a 159.53 ppm correspondiente a una

estructura C = 0 sp? en posicion 2.

A un desplazamiento a 142.97 ppm se observa la

interaccion del grupo C = C sp?n posicion 4y 5.

A 130.86 se observa un desplazamiento correspondiente al

grupo C = 0 en posicion 2 de estructura sp?.

A 33.27 ppm el desplazamiento corresponde al de un

carbono del metilo sustituyente en posicion 7.

A 29.00 ppm se observa un desplazamiento del carbono sp

del grupo metilo sustituyente en posicién 3.

Los desplazamientos a 119.27 y 116.17 ppm estan
referidos a las interacciones del grupo C = C sp? en la

heteromolécula piperidone — imidazol.
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4.2. DISCUSION

El aislamiento experimental empleando el método de adsorcion selectiva con
oxido de magnesio (MgO), es especifico para la obtencién de alcaloides
derivados de la xantina; cafeina, teobromina y teofilina. No pueden emplearse
los métodos utilizando reactivos &cidos o bésicos, en consecuencia el
alcaloide obtenido de Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal),
solo puede deberse a cualquiera de estos tres alcaloides, para la cual se
procedié a realizar la Cromatografia de capa fina (TLC) siguiendo las
recomendaciones de Stahl — Egon®@), y se procedio tal como se describio en el
inciso (3.7.2.).

Por cromatografia de capa fina en una placa de silica gel Fzsa, se disolvié 3
microgramos de la sustancia, utilizando como disolvente al diclorometano y
se corrio en una mezcla de benceno: acetona (30:70vol.) el valor Rf x 100 fue
de 36; que es coincidente con el valor de la literatura que es similar a 36. @

El punto de fusion de 351.80°C; medido en el equipo de Kisatom del
laboratorio de la Facultad de Ingenieria Quimica, que no es mas que una
modificacion del clasico equipo de Nalge — Axelrod, es similar al valor

comparado con el de la literatura @® que comprende a la teobromina.

El valor A méax. de una muestra de la sustancia disuelta en metanol y medido
en un aparato de espectrometria UV — Visible Génesis VI del laboratorio de
Andlisis por Instrumentacion de la facultad de Ingenieria Quimica de la

UNAP, es de 275 nm tan similar comparado al valor de la literatura.®

La lectura de espectro de Resonancia magnética Nuclear de protones se
realizd6 comparando los valores de desplazamiento en ppm de la sustancia
consultando el libro “Tabla para la Elucidacion Estructural de Compuestos

Organicos por métodos Espectrométricos”.?®

La lectura del espectro de Resonancia Magnetica Nuclear de Carbono-13

muestra el desplazamiento correspondiente a 2 grupos carbonilos en posicion
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2 'y 6y los sustituyentes metilinicos en posicion 3 y 7 de la heteromolécula,

caracteristica principal de la 3,7 dimetil - xantina o teobromina.

Resulto sumamente valioso para el aislamiento de teobromina emplearse el
método propuesto por Harbone;® en su obra “Phytochemical Methods” que
utilizado convenientemente muestra su especificidad en cuanto al aislamiento
de alcaloides derivados de la xantina.
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4.3. CONCLUSION

De Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) de la familia
esterculiacea se aislo y caracterizo utilizando métodos fisicoquimicos y
espectrométricos; la teobromina, un alcaloide derivado de la xantina de

importancia farmacoldgica.

Con este hallazgo Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) se
constituye en una fuente complementaria de teobromina que se encuentra en
Theobroma cacao (Cacao), cuyo contenido es variable segun el lugar de
procedencia, nuestro estudio ha logrado determinar un rendimiento de 1,34%
de teobromina en Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal).

Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) y Theobroma cacao
(Cacao) tienen una relacion de parentesco en cuanto a filogenia, es la razon
por la que Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal) también

puede sintetizar teobromina.

Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal), por ser una especie
vegetal que crece en el bosque asociada en habitad con otras plantas, es mas
resistente a plagas que Theobroma cacao (Cacao) que se siembra como
monocultivo, es posible obtener una hibridizacién entre ambas mediante

trabajos de fito mejoramiento genético.
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4.4. RECOMENDACIONES

Se debe considerar a Theobroma subincanum Mart. (Cacao del Varillal)
como fuente complementaria para la obtencién de teobromina para la
industria farmacéutica ya que a la actualidad es una especie marginal sin uso

conocido e ignorado frente a Theobroma cacao (Cacao).

Se debe promover su cultivo sustentable observando a las plantas frente a las

cuales crece en el bosque.

La facultad de agronomia de la UNAP debe estudiar esta planta silvestre para
buscar el habitad adecuado de cultivo y lograr su propagacion y

mejoramiento.
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ANEXOS V.



Herbarium Amazonense — AMAZ
Centro de Investigacion de
Recursos Naturales - CIRNA

CONSTANCIA N° 28

EL COORDINADOR DEL HERBARIUM AMAZONENSE — AMAZ DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
DE LA AMAZONIA PERUANA

HACER CONSTAR:

Que, la muestra botanica presentada en el mes de marzo del 2013 por los Bachilleres;
GHERARDO ANTHONY AQUUE ELJARRATE y LENCY VASQUEZ NAVARRO, de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, son parte del Proyecto de Tesis titulado: “AISLAMIENTO Y
ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE TEOBROMINA DE SEMILLAS DE Theobroma subincanum C.
Martius (Cacao del varillal) POR METODOS FISICOQUIMICOS Y ESPECTROMETRICOS”, la cual
fue verificada e identificada en este Herbarium Amazonense - AMAZ, CIRNA-UNAP, que a

continuacion se indica:

it

MALVACEAE

=5 = = COaRiEY L

Theobroma subincanum C. Martius “cacao del varillal”

Se expide la presente constancia al interesado para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

AN Iquitos, 19 de Mayo del 2014

Blgo. RICHARD J. HUARANCA ACOST
Coorftinador erbarium AMA
//\\\ CIRNA-UNAP

Ve

Direccién: Pevas/Nanay - Iquitos, Peru Centro de Investigacion de Recursos Naturales
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