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RESUMEN

Los alcaloides han constituido motivo de estudio por sus grandes propiedades
bioactivos en bien de la salud humana, dentro de este grupo de compuestos se
encuentra la cafeina, un pseudoalcaloide derivado de bases purinicas,
considerado como estimulante energético, analgésico, vasoconstrictor y que alivia
el dolor de cabeza. El objetivo del estudio fue caracterizar el alcaloide aislado de
la especie vegetal llex inundata, de la familia Aquifoliaceae. Las muestras fueron
colectadas a orillas del Rio Nanay, localizada en la ciudad universitaria de
Zungarococha, distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas, region Loreto.
Para extraer el alcaloide se usé etanol, 6xido de magnesio como reactivo de
inclusion, acido sulfurico al 10% para separar y cloroformo para purificar. El
producto purificado se identificO y caracteriz6 mediante la determinacion de sus
parametros fisicoquimicos y por espectrometria UV-visible. Los resultados fueron:
rendimiento 1,431%, punto de fusion 238°C, punto de sublimacion 178°C, valores
de Rf corrido en solucién de [cloroformo: etanol] fue de 57, en solucidn [acetona:
cloroformo: n-butanol e hidroxido de amonio al 25%] fue 78 y en solucién de
acetato de etilo: metanol y 4cido acético fue 41, el peso molecular fue 194,227
g/mol y la longitud de onda maxima en metanol dio 273 nm. Se concluye que las
hojas de llex inundata contiene cafeina, y que la especie podria ser una fuente

prometedora para obtener este alcaloide para uso en la industria farmacéutica.

Palabras claves. Caracterizacion fisicoquimica, espectrometria ultra violeta

visible, llex inundata, cafeina, pseudoalcaloide



ABSTRACT

Alkaloids have been the subject of study due to their great bioactive properties for
the benefit of human health. Within this group of compounds is caffeine, a
pseudoalkaloid derived from purine bases, considered an energy stimulant,
analgesic, vasoconstrictor and pain reliever head. The objective of the study was
to characterize the alkaloid isolated from the plant species llex inundata, of the
Aquifoliaceae family. The samples were collected on the banks of the Nanay
River, located in the university city of Zungarococha, San Juan Bautista district,
Maynas province, Loreto region. Ethanol, magnesium oxide as inclusion reagent,
10% sulfuric acid to separate and chloroform to purify were used to extract the
alkaloid. The purified product was identified and characterized by determining its
physicochemical parameters and by UV-visible spectrometry. The results were:
yield 1.431%, melting point 238°C, sublimation point 178°C, Rf values run in
[chloroform: ethanol] solution was 57, in [acetone: chloroform: n-butanol and 25%
ammonium hydroxide solution %] was 78 and in ethyl acetate: methanol and
acetic acid solution it was 41, the molecular weight was 194.227 g/mol and the
maximum wavelength in methanol was 273 nm. It is concluded that the leaves of
llex inundata contain caffeine, and that the species could be a promising source to

obtain this alkaloid for use in the pharmaceutical industry.

Keywords. Physicochemical characterization, visible ultraviolet spectrometry, llex

inundata, caffeine, pseudoalkaloid.
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INTRODUCCION

Los alcaloides purinicas son obtenidos de Coffea arabica (café), Camellia sinensis
(Té) y en Teobroma cacao (cacao) pertenecientes a las familias Rubiaceae,
Theaceae y Malvaceae (1-6). Es también importante sefialar que cafeina existe
en especies de la familia Sapindaceae como Paulina cupana y Paulina yocco,

siendo la primera de uso difundido a nivel mundial (7).

Las especies del género llex de la familia Aquifoliaceae son parafilécticos porque
proceden de un antepasado comun cuyo caracter es compartido por 2 taxones
emparentados, ya que provienen de un antepasado comudn, que marcO Ssus
historias bioldgicas (6), por lo que, estan presentes en ellos alcaloides de
naturaleza purinica, en mayor medida cafeina, caso de llex paraguariensis (mate),

llex vomitoria (yampon), llex guayusa loes (guayusa) (4,5,8).

De especies del género llex, tales como llex paraguariensis (mate de Paraguay),
llex vomitoria (yampén) y llex guayusa Loes (guayusa) se ha aislado cafeina.
Ayala en el 2003 dio a conocer una nueva especie de llex denominado Illex
inundata que crece a orillas del rio Nanay de forma profusa, y que carece de

estudios respecto al contenido de cafeina en sus hojas u otros 6rganos (9).

La cafeina, como alcaloide es de gran importancia por su amplio uso en la
industria de los alimentos y en la industria farmacéutica por sus efectos
psicoestimulantes al sistema nervioso central, efectos: analgésico,
broncodilatador, hipertensivo, cronotrépico e inotropico positivo, vasodilatador a

nivel muscular y ademas posee accion diurética (2,8,10).

La especie |. inundata Poepp de la familia Aquifoliaceae pariente en género del
mate de Paraguay y con la guayusa guarda un parentesco directo, estas especies
biogenéticamente elaboran alcaloides de naturaleza purinica; por lo tanto I.
inundata podria constituirse en una fuente complementaria de cafeina. Alcaloide
gue tiene el privilegio de que, la demanda es mayor que la oferta; como insumo

para bebidas alimentarias, industria perfumista, cosmética y licorera.



La industria farmacéutica para cubrir su déficit de cafeina viene obteniendo por
sintesis, utilizando &cido urico como precursor molecular que por accion del
pentacloruro de fosforo se convierte en 2,6,8 tricloropurina. Luego por reaccion
con el acido yodhidrico y el ion Zn como catalizador se transforma en purina y de
alli en cafeina. Una purina sustituida por 3 grupos metilos en posiciones 1,3y 7,
la formacion de dos grupos ceto por oxigenacion en posiciones 2 y 6. Se ha
comprobado que el consumo de estos productos causa efectos secundarios por
los reactivos fosféricos razon por la que se requiere abandonar los productos de

sintesis (11).

Por estos contaminantes indeseados en la cafeina de origen sintético, es
importante buscar nuevos recursos vegetales que contengan cafeina para su
utilizacién casi exclusiva en la industria farmacéutica, con este propdsito el
objetivo del presente trabajo consisti6 en caracterizar el alcaloide aislado y
purificado de I. inundata (guayusa del bajeal) por sus propiedades fisicoquimicas
y espectrometrias UV-visible para comprobar si es cafeina. De esta especie que

crece con profusién a orillas del rio Nanay.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el afio 2020 se evalud la actividad antimicrobiana in vitro de extractos
hidroalcohdlicos y acuosos de |. guayusa e |. paraguariensis frente a Helicobacter
pylori. Las muestras fueron colectadas en la Finca San Pablo, en la Vereda Brasil
(Viota, Cundinamarca). Por cromatografico en capa delgada determind la
presencia de cafeina, acido cafeico y saponinas en ambas especies. La actividad
antibacteriana de ambos extractos dio positivo contra H. pylori, pero el extracto
hidroalcohdlico tuvo mayor actividad antimicrobiana. El autor concluye que la

especie |. paraguariensis contiene mayor abundancia de estos componentes (12).

En el afio 2019, optimizaron un proceso de extraccion asistida por ultrasonido de
compuestos fendlicos en llex guayusa Loes (guayusa) a los que se determiné la
actividad antioxidante y contenido de cafeina. De las hojas extrajeron el contenido
de fenoles totales usando el método de Folin Ciocalteu; asimismo, valoraron la
actividad antioxidante usando dos meétodos analiticos el ABTS y FRAP y por
ultimo midieron el contenido de cafeina por espectrofotometria a 275 nm. El
contenido de fenoles totales fue de 3,46 gramos por 100 gramos de muestra, el
extracto de las hojas de |. guayusa presentdé una considerable capacidad
antioxidante, finalmente, la cantidad de cafeina fue de 2,35 miligramos por gramo
de muestra. Los autores concluyen que I. guayusa tiene un potencial como
ingrediente funcional en la industria cosmética y de los alimentos que merece ser
estudiada (5).

En el afio 2017, en un estudio comparativo sobre los aspectos nutricionales y
fisicoquimicos entre llex laurina Kunth (Aquifoliaceae) e llex paraguariensis. Las
hojas de I. laurina Kunth fueron colectadas en el corregimiento de Santa Elena
(Antioquia) Colombia e hicieron un extracto acuoso, que luego fue liofilizado y con
ayuda de un cromatdgrafo HPLC determinaron los componentes del extracto y
para el andlisis de minerales usaron un espectrofotometro de absorcion atomica.
Los resultados cromatograficos muestran la presencia de cafeina, teobromina,

acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cuméarico y é&cido ferulico, también



encontraron azucares tales como glucosa, fructosa y los analisis de absorcion
atomica permitieron identificar elementos metalicos como Mg, Mn, Fe, Cu y Zn. El
autor concluyd que los resultados que se obtuvieron en I. laurina Kunth son
mayores a las concentraciones de los componentes presentes en |

paraguariensis (13).

Ese mismo afio (2017), determinaron la concentracion de cafeina en hojas, frutos
y tallos de |. guayusa, recolectada de tres zonas de la region Cajamarca,
localidades de Nueva Esperanza, Marizagua y Chililique. La determinacién de
cafeina se hizo segun el procedimiento descrito por Bailey y Andrews. Obtuvieron
el mayor rendimiento de cafeina en las muestras de la zona de Marizagua: en
hojas 2,834%, en frutos 0,327% y en tallos 0,462% y el rendimiento de cafeina de
|. guayusa recolectada en las otras dos zonas fue menor tanto en hojas, frutos y
tallos; sin embargo, las hojas contienen mas abundancia de cafeina. El autor
concluyo que el mejor aprovechamiento de cafeina se obtiene de las hojas y que

el consumo es por poseer muchas propiedades beneficiosas para la salud (14).

En el afio 2005, se publicé un articulo que sefala el contenido de cafeina en
frutos de Paulinia cupana (guarand) que la semilla contiene elevadas
concentraciones de cafeina entre 6 a 8%; ademas reportaron la presencia de
taninos y en menores cantidades teofilina y teobromina. Concluyeron que los
efectos afrodisiacos y estimulantes del sistema nervioso y cardiovascular pueden
atribuirse a su contenido de cafeina, taninos y teofilina; talvez después del café
ésta es la planta mas importante por su contenido de cafeina, teofilina y

teobromina (15).

1.1. Bases teodricas

1.1.1. Especie vegetal de estudio

A. Identificacion taxondémica



Segun el esquema de clasificacién de la Division Magnoliophyta establecida por
Arthur Cronquist en su libro “The evolution and classification of flowering plants”,

esta planta responde a la clasificacion siguiente: (16).

Reino : Plantae

Sub reino : Traqueophyta
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Aquifoliales
Familia : Aquifoliaceae
Género - llex

Especie > llex inundata
Nombre vulgar : Guayusa de bajeal.

A.1l. Descripcion botanica

l. inundata es un arbol de 10 m de altura de corteza suave vy lisa, hojas alternas y
enteras muy frondoso, flor unisexual, 6 sépalos connatos, 6 estambres, granos de
polen porate (con abertura redonda en forma de poro), estilo muy corto, évulos
usualmente uno en cada I6culo, frutos de color anaranjado-rojizo (9).

Tallo con cascaras suberosas; ramos erectos, hojas de consistencia coreacea,
laxas, con inflorescencias tipo racimosas. Flores con numero de pétalos

tetrameras/pentameras; frutos dehiscentes, namero de semillas 4-5 (17).

A.2. Distribucion y ecologia

Esta distribuido en partes de América continental Brasil, Colombia, Ecuador y
Peru de preferencia en suelos acidos y muy cerca de los rios y otras fuentes de
agua.

A.3. Uso e informacién etnobotéanica

Es poco conocido, no hay referencia bibliografica acerca de los usos de I.

inundata.



1.1.2. Cafeina

Segun la clasificacion quimica de los alcaloides establecido por Bruneton, la
cafeina es un pseudo alcaloide del grupo de las xantinas, que por primera vez se
hall6 en Coffea arabica (café) de la familia Rubiaceae, también est4 presente en
Camellia sinensis (Té) de la familia Theaceae, Paulina cupana y P. yocco
(Guarana y yocco respectivamente) de la Familia Sapindaceae Cola acuminata
familia Malvacea y especies de llex: |. paraguarensis (Mate de Paraguay) I.
guayusa, |. vomitoria, I. laurina familia Aquifoliaceae, quimicamente se le conoce

como metilteobromina,1,3,7 trimetilxantina (11,18).

Como compuesto purinico consiste en un sistema ciclico formado por 2 anillos,
uno pirimidinico y el otro imidazdlico condensados (10). La xantina se refiere a la
2,6(1,3)-purinadiona o 2,6 dioxopurina, se hace este sefialamiento para significar

gue la xantina es un derivado purinico (18).

1.1.3. Biogénesis de la cafeina

La formacion de la cafeina como metabolito secundario sigue la ruta expuesta por
Misako Kato et al., (19). Se da a partir de Adenosin monofosfato (AMP) que se

transforma en inosina monofosfato (IMP) el esquema es el siguiente:

O
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Figura 1. Rutas metabdlicas de biosintesis de la cafeina (19).



Se dan rutas secundarias en que la 7-metilxantina puede producir la paraxantina y
a partir de esta la cafeina o via la teofilina pasar a cafeina. Esta ruta biosintética
ha sido demostrada a partir de la purificacion de la cafeina y el analisis de la
enzima cafeina syntasa en las hojas de Camellia sinensis (Té€).

1.1.4. Localizacion de la cafeina

En Coffea arabica (cafeto), la cafeina se halla en las semillas en menor medida en
las hojas, en las hojas de Camellia sinensis (Té), en la corteza de Paullina cupana
(guarana), en las hojas de llex paraguarensis y otras especies de llex. La cantidad
de cafeina presente en el Té varia entre 2 y 5% y los granos de café pueden tener

como maximo 5% de cafeina (19).

1.1.5. Propiedades de la cafeina
A. Fisicoquimicas

La cafeina es un solido blanco cristalino en forma de prismas hexagonales, sabor
amargo. Punto de fusion 238°C, punto de sublimacién 178°C, peso molecular
149.1gr/mol. La solubilidad en agua se incrementa cuando se halla en forma de

benzoatos, cinamatos, citratos o salicilatos alcalinos, a temperatura ambiente la

1 g cafiina

. L B
solubilidad es 4 g eafiina

y la temperatura de 80°C es , un gramo se

& ml agua 5.5 ml agua
disuelve con 66 ml de alcohol, pero también tiene afinidad por el cloroformo,
diclorometano de los que se les separa cuando se halla en medio acido acuoso

(18).
B. Propiedades fisiologicas

Las xantinas son estimulantes psicoactivas leves. La cafeina junto con la teofilina
presente en el té tiene mayor efecto sobre el ritmo cardiaco, dilatacion cardiaca,
relajacion del musculo liso fundamentalmente bronquial, incrementa la diuresis y
la secrecidn gastrica y tiene efecto sobre el sistema nervioso central (20). Segun
estudios realizados por Europian Food Safety Authority (EFSA) la dosis maxima

de consumo de cafeina es 200 mg que corresponda a un promedio de 3 mg por

7



kilo de masa corporal a esta dosis no presenta problemas de seguridad para la

poblacién adulta sana.

La LDso de la cafeina se estima que es de 10 gr, sin embargo, esta dosis letal
varia mucho de un individuo a otro, en general se considera que ingerir 150 mg de
cafeina por cada kilo de peso corporal puede ser mortal (11,25gr para un
individuo de 75 kg de peso). Segun la Asociacién Nacional de Café de Espafia,
una taza de café express de 240 ml tiene entre 65 y 120 mg de cafeina, si una

persona de 75 kg consumiera 173 tazas de café podria morir (20).

1.1.6. Metabolismo de la cafeina

El cuerpo humano absorbe la cafeina rapida y completamente a partir del tracto
gastrointestinal aumentando su concentracion en el plasma sanguineo a un
tiempo maximo de 30 a 40 minutos. Una vez llegado al torrente circulatorio, la
cafeina se introduce en todos los tejidos corporales. Los efectos estimulantes

comienzan a los 15 o 30 minutos después de la ingestion y duran unas horas.

En adultos la vida media de la cafeina, es decir el tiempo que el cuerpo tarda en
eliminar el 50% de la cafeina varia consideradamente en funcion de factores
como la edad, el peso corporal, el embarazo, la ingesta de medicamentos vy el
estado de salud del higado, en adultos sanos la vida media es aproximadamente

4 horas, con una variacion entre 2 a 8 horas (20).

1.1.7. Usos de la cafeina

La cafeina se usa en la elaboracion de multiples alimentos y bebidas afiadiendo
como ingrediente adecuadamente, su uso en medicina es importante como
estimulante del sistema nervioso central, aumenta la actividad central, es
estimulante cardiaco y respiratorio y para evitar el suefio en trabajos nocturnos, se

agrega a los analgésicos para potenciar su efecto, en cefalea y migrafia (18).



Sus acciones reforzadoras y psicoestimulantes al parecer se deben a la liberaciéon
central sobre todo a nivel del sistema limbico medio donde se hallan las
catecolaminas, sustancia que actuando como neurohormona envia sefal a otras
células para responder al estrés (21), por eso es un ingrediente en especial
farmacéuticas como: Actron compuesto, Analgilasa, Aspirina plus, Biodramina
cafeina, Cafergor, Cafiaspirina, Cafeina benzoato sédico, cafeina citrato, cafeina

nitrato, entre otras presentaciones para la migrafa (22).

1.1.8. Métodos de aislamiento de la cafeina

Stahl Egon sefiala que se puede aislar cafeina y derivados de la xantina,
Teobromina, Teofilina sobre capas de silica gel basico o silica gel neutra con
solventes bésicos, pero también sobre capas de silica gel neutra con solventes
acidos (23). Cafeina ha sido aislado usando como soporte capas de silica gel
bufferado a pH 6,8 para lo cual se mezcla 25 gr de silica gel con 50 ml de
cantidades iguales de fosfato de potasio primario 0,2 M y 0,2 M de solucion de
fosfato de potasio secundario corrido en mezcla de solventes cloroformo: etanol
96% (90/10).

Se puede utilizar el mismo spot separado en un primer caso con solventes como
acetona: cloroformo: n-butanol: hidréxido de amonio al 25% (30+30+40+10). En el
segundo caso se usa como solvente: acetato de etilo: metanol: acido acético
(80:10:10). Cada spot se separa y se extrae con etanol, se cristaliza hasta

obtenerlo en estado de pureza (23).

Otro método utilizado por Garcia et al., es pesar la muestra reducido a polvo por
ejemplo 300 mg y poner en ebullicion en un sistema de reflujo con 200ml de agua
durante 15 minutos. Filtrar en caliente y afiadir 2 g de carbonato de sodio hasta la
total dilucion, luego se enfria y se trasfiere la solucion a una pera de decantacion
y se agrega 15 ml de diclorometano agitar suavemente durante unos minutos.
Esta operacién se repite por 2 veces, hasta separacion de las 2 fases. La fase de
diclorometano, secada con sulfato de sodio anhidro (para quitar la humedad) es

filtrada y evaporada a sequedad en un rotavapor. El extracto seco se coloca en un



balon libre de diclorometano con 50mL de agua destilada y se agita hasta

disolucion del residuo, posteriormente se filtra y se cristaliza (20).

Ordofiez extrajo la cafeina del grano de café verde usando como solvente acetato
de etilo en un equipo de soxhlet, la extraccién se realiza a 90°C puesto que el
acetato de etilo tiene un punto de ebullicion de 77,1°C, el solvente asciende al
vaso extractor, cuando se llena extrae la cafeina y se descarga el solvente con el
extracto de cafeina por sifoneo y la operacion sigue. Esta extraccion de cafeina se
realiz6 operando el equipo 17 horas. Luego se quita el solvente que arrastro al

analito (cafeina), se concentra y se obtiene cafeina libre (24).

El método de fluidos supercriticos utilizado por el mismo autor consistié en tomar
como solvente CO, liquido que actua por encima de sus valores criticos de
temperatura, presion, condicién bajo las cuales no se condensa el diéxido de
carbono porque la temperatura disminuye isobaricamente (presiones iguales) o
aumenta la presion isotérmicamente (temperaturas iguales), en tal sentido no se
evapora al aumentar la temperatura isobaricamente o al disminuir la presion
isotérmicamente (temperaturas iguales). las propiedades del fluido supercritico
son intermedios entre las del fluido en fase liquida y en fase gaseosa,
combinando un elevado poder de solvatacién con una elevada difusividad, tiene
ademés la ventaja que el CO, no es una sustancia téxica y es ademas
recuperable. En la extraccién con fluidos supercriticos se combinan las variables:
presion, temperatura, tiempo de extraccion. Usar fluidos supercriticos para
separar la cafeina del café es propiamente un método de descafeinizacion. El
procedimiento es de gaseoso a liquido, una vez cargado el recipiente extractor
éste es saturado con CO; liquido, luego de ser llevado a la presion y temperatura
de extraccion variables que se mantienen durante el tiempo de extraccion
definido, luego se despresuriza el recipiente extractor permitiendo el flujo del

extracto hacia el recipiente de separacion (24).

El método aplicado por Harborne usado para la extraccién de cafeina de hojas de
té, resulta adecuado para la extraccion de cafeina de hojas de cualquier otra
especie vegetal y cuyos pasos pueden ser extrapolados en su aplicacion a nivel

industrial. Utilizando 100gr de hojas de té finamente pulverizada extrajo con 400
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ml de etanol en Soxhlet por 3h. El extracto etandlico de cafeina se vertié sobre
una suspension de 50g de MgO con 300mL de agua; en este sistema la cafeina
es entonces adsorbida por el 6xido de magnesio, luego es acidificada con 50 ml
de acido sulfarico al 10% para des adsorber la cafeina que es extraida con
cloroformo.

La cafeina se obtiene como agujas blandas y sedosas cuyo punto de fusion es de
235°C y puede ser recristalizado en pequefios volimenes de agua caliente.
Cuando se midié en espectrometro UV-Visible la longitud de onda maxima de la

cafeina disuelta en agua fue de 278 nm (1).

1.1.9. Caracterizacién fisicoquimica

A. Punto de fusion.

El punto de fusion es el intervalo de temperatura en el cual un compuesto sélido
pasa a liquido, es una propiedad caracteristica de toda sustancia organica. El
método tradicional para probar la identidad de 2 sustancias soélidas es mediante el
punto de fusion si las mezclaramos siendo una conocida y otra desconocida si se
vuelven liquidas a la misma temperatura, es que ambas son idénticas, porque una
mezcla de compuestos diferentes presenta una depresion del punto de fusion; por

lo cual resulta importante determinarlo para identificar una sustancia.

El punto de fusion se determina con el clasico aparato de Thiele, pero también
moderadamente se usa el aparato de Fisher-Johns, el aparato de Nalge-Axelrod
y actualmente equipo FISATOM 431D, con determinacion digital de la
temperatura de fusiébn con un sistema Optico con aumento (4x) que facilita la
lectura con intensa iluminacion LED, calentamiento rapido de 20 a 200 °C en 6
minutos y de 20 a 300°C en 21 minutos, sistema de enfriamiento rapido que
desactiva el calentador y activa la ventilacion después de 30 minutos de iniciar el
calentamiento, tubos capilares de 1.5 mm de didmetro y 75 mm de largo, Aparato
con el cual se realiza la medicion correspondiente del punto de fusién de la
sustancia aislada, purificada y que para ser identificado como cafeina su valor
debe ser de 238°C (25,26).
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B. Solubilidad

Se busca determinar la solubilidad de la cafeina si se corresponde con los valores
sefalados en el Handbook of Chemistry and Physies y en The Merck Index las
gue sefialan que cafeina es soluble en Piridina, cloroformo, etanol,
tetrahidrofurano (18,26).

C. Reacciones coloridas

Los compuestos que tienen un nucleo purinico como acido Urico, guanina, la
xantina y sus derivados 1,3-sustituidos (teofilina) 3,7 substituidos (teobromina) y
1,3,7 substituidos (cafeina) dan la reaccién de la murexida. Reaccion inequivoca
para la determinacion cromogénica de alcaloides de naturaleza purinica. Se trata
de una reaccién de desproporcionacion que viene a ser una oxidacion-reduccion
donde un elemento es al mismo tiempo oxidado y reducido cuando la suma de los
potenciales de los correspondientes pares redox es mayor de 0.

El procedimiento es el siguiente: se coloca en una capsula de porcelana 200 mg
de un alcaloide purinico (cafeina, teobromina, teofilina) y 2 gotas de &cido nitrico
concentrado, se evapora a sequedad usando bafio Maria, al residuo se le aplica 2
gotas de NH4OH, se forma un color rojo purpura intenso que indica la formacién

de la murexida reaccion que es especifica para Pseudoalcaloides (1,26).

D. Determinacion del peso molecular

Se aplica el método de Rast cuando no se dispone de un aparato de
espectrometria de masas que determina la relaciobn masa-carga y el pico padre
gue es el peso molecular propiamente dicho. En este método se mide el punto de
depresion del D-camphor, cuando a esta molécula se la mezcla con otra sustancia

de la que se quiere determinar su peso molecular.

Se procede tomando un tubo de 8 por 50mm limpio y seco, en él se coloca 50 mg
del compuesto aislado de I. inundata y se pesa en balanza analitica, luego se
afiade medio gramo de D-camphor y el tubo se pesa nuevamente. El contenido

del tubo se lleva a fusidon con una llama muy pequefia del mechero de Bunsen
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hasta que se forma un liquido transparente. Cuando se enfri6 el contenido del
tubo se lleva a una luna de reloj limpio, esta mezcla se pulveriza y determina su
punto de fusion por el método de Thiele esta medicion resulta exacta si se
determina en un equipo FISATOM 431D se toma el punto de fusion cuando esta
mezcla queda transparente, libre de trazas solidas, se determina el punto de
fusion del D-camphor original. La diferencia entre el punto de fusiéon del D-
camphor y de la mezcla de este con el compuesto del que se quiere determinar su
peso molecular da la depresion que en el punto de fusion del D-camphor y se
conoce como AT. El peso molecular del compuesto desconocido se calcula con la

formula siguiente (25).

k. w .1000 39,7. w . 1000
M=——"_"_" 5 M=
AT . W AT . W

Donde

K = constante molecular del descenso del punto de fusion del D-camphor =39,7

o = peso del compuesto que se quiera determinar su peso molecular
W= peso del D-camphor
M= peso molecular del compuesto.

E. Determinacion de los valores hRf

Un método analitico de identificacion de la cafeina es mediante la determinacion
de sus valores hRf en TCL, para preparar la cromatoplaca se usa como soporte
silicagel G-bufferado a pH 6,8 que se obtiene agregando a 25 gr de esta sustancia
25 ml de fosfato de potasio primario 0,2 M y 25 ml de fosfato de potasio
secundario 0,2 M. Se puede utilizar como solvente de resolucion para correr los

spots, 3 solventes.

Solvente I: cloroformo: ETOH 96% (90+10), Solvente II: Acetona: cloroformo: n-
butanol: NH;OH 25% (30+30+40+10) y solvente Ill: Acetato de etilo: MeOH: Acido
Acético (80+10+10) (23).

Cuando el frente del solvente esta cercano al borde de la placa se quita de la
camara cromatografica y se hace las mediciones del valor de corrida del soluto
(muestra) en centimetros y del solvente (frente del solvente), también en

centimetros, el valor de hRf se calcula con la relacién siguiente:
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hRF = valor de corrida del soluto <100
wr= valor de corrida del solvente

Los valores de hRf de la cafeina reportados en la literatura segun Stahl-Egon con
los solventes sefialados son: en Solvente de resolucion | 57, en solvente 1l 78 y
con solvente Il 41. La cafeina se revela con solucién de cloramina T que consiste

en 10% de cloramina T acuosa, y acido clorhidrico 1 normal (23).

F. Micro sublimacién

También la cafeina puede ser identificada por micro sublimacién mejor aun si esta
asociado con otras purinas como teobromina y teofilina y puede realizarse en un
Hot plate con control reostéatico. La sublimaciéon se produce a una temperatura de
178°C, consiste en el paso directo de la cafeina de solida a gas sin pasar por
estado liquido (18,23).

1.1.10. Caracterizacion por espectrometria UV/visible

Todas las purinas presentan una banda comprendida entre 250 y 290 nm. En
disolucién neutra la cafeina muestra una longitud de onda méaxima (Amax) a 278

nm a un valor de € max de 9,100 (27).

El valor de la longitud de onda de la cafeina anhidra, si el solvente es MeOH tiene
un valor Amax de 273 nm, si se prepara soluciones de cafeina en partes por millén
(ppm) se puede hacer un ajuste de valores mediante la absorbancia de cada
concentracion de la solucion, si ploteamos una gréfica de estos valores
observados medidos en el equipo UVl/visible a cada valor de concentracion
preparado, se puede aplicar la ecuacion de la recta y = b + mx, mediante el cual
podriamos obtener el valor de b= Intercepto, m=pendiente, Y= valor de

absorbancia y X= valores de concentracion.

Se realizO un experimento en el aparato UV/visible “UNICO” preparando
soluciones de cafeina en 5,10,15,20,25 ppm y se obtuvo resultados de
absorbancia de 0,290; 0,533; 0,763; 1,002; 1,252 respectivamente. Finalmente se
determindé que a una concentracion de 12,04 ppm la absorbancia fue de 0,622
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cuando la longitud de onda era de 273 nm valor que se obtiene cuando se mide
en metanol en las condiciones mas adecuadas. Con estos valores donde “X”
representa la concentracion e “y” la absorbancia, se calcul6 el valor de intercepto
es decir el menor valor de absorbancia que llega a cortar el eje de las ordenadas
y el valor m que es la pendiente de la recta, se ordend los datos que permitio
aplicar la ecuacion de la recta ¥ = b +mx (28) cuyas variables se calculan luego
de ordenar los valores obtenidos usando minimos cuadraticos en una correlacion
lineal (ver tabla 1), se calcula la suma de valores “x” y la suma de valores de “y”,
usando el promedio de estos 2 valores.

Tabla 1. Valores de absorbancia(Y) y de concentracion de cafeina en ppm

X Y XY X
Concentracion (ppm)  Absorbancia Abs. x Conc. Conc. cuadrética

5 0,290 1,45 25

10 0,533 5,33 100

15 0,763 11,445 225

20 1,002 25,04 400

25 1,252 31,30 625
SX=75 >Y=3,84  3XY=69,565 > X?=1375
x=15 y=0,768

Con los datos obtenidos se calcula “b” intercepto y “m” pendiente. Primero
calculamos “b” aplicando la expresion siguiente:

(Zy)(Z x?)—(Zx) (Exy) (3.84)(1,375) —(75)(69.565)

— b= — b = 0,0501

N Ex?—(Ex) 2 5% 1.375—(75)2
(NExy)—(Zx)(E 3xB89,565)—(73)(3.84 39,825
= _kry}" E9CEy) m = & 1= ]{,, ) =2 — 0,048
NEx®—(Zx)* 5%1,375—(75)" 1,250

Tomando la expresion ¥ = b +mx, ecuacion de la recta de calibraciéon sabiendo
gue b= 0,0501, m=0,048, ¥ =0,768, calculemos X que es el valor de
concentracion

y—>b _ 0,768 — 0,0501

- X = = 14,956
m 0,048

x:

Pero la correlacién y funcion de los valores de absorbancia de 0,622 da un valor

de longitud de onda de 273 nm permite expresar la ecuacion del modo siguiente:
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y—b 0,622 — 0,038
- - x = =12,04
m 0,0485

Pero nuestro calculo se hizo aplicando la ecuacion de la recta con valores

promedios en la ecuacion ¥ =b + mi donde ¥ = 0,768, b = 0,0501 ym = 0,048,

entonces:

y—b _ 0768—00501 _ 0,7179
- X = - =
m 0,048 0,048

x= = 14,9563

Para establecer una buena correlacion determinamos el % de error usando

calculo numérico.
—x 14,9563 — 12,04
)100 —= Uperror = x100= 19,5
14,9563

x
Sherror = (
x
Hay un 19,5 % de error, este valor se multiplica por 14,9563
14,9563 X 0,195 = 2,916, luego para hallar la concentracion se resta de 14,9563 el

valor de 2,916 y se obtiene 14,9563 — 2,916 = 12,04

El valor de porcentaje de error nos permite estimar un valor exacto de
concentracion de cafeina a 273 nm de longitud de onda cuando la absorbancia es

de 0,622 y la concentracion de 12,04 ppm.

Este valor también sirve para estimar la cantidad de cafeina obtenida segun el
procedimiento experimental seguido y el rendimiento porcentual. Para medir la
longitud de onda de la muestra se lo disolvio al 10% es decir 1gr de cafeina en
100 ml de metanol. Se tomd una porcion de la solucion (3ml) se llena la celda de
cuarzo de 1cm? y se introduce en el area de muestra junto con la celda de
referencia que se halla llena con MeOH. Se corre la muestra y el registrador debe

dar un espectro con la absorbancia de 0,622 y una longitud de onda de 273nm.

1.2. Definicion de términos basicos

Alcaloide verdadero: Es aquel que posee un nitrogeno formando parte de la
estructura heterociclica, se encuentra normalmente en estado de sales y
biogenéticamente tiene como precursor un aminoacido, de esta estructura

aromatica tipo fenilalanina, tirosina (11).
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Protoalcaloides: Son aminas sencillas, el nitrdgeno en su estructura ocupa una
posicion extraciclica, es de naturaleza basica y es producto del metabolismo de

los aminoé&cidos (11).

Pseudoalcaloides: Poseen todas las caracteristicas de los alcaloides
diferenciandose Unicamente en que biogenéticamente no proceden de
aminoacidos, son derivados de bases purinicas y para ser identificado no debe
usarse los reactivos generales de identificacion de alcaloides. Si no la prueba de
la Murexida (1,26), con el que se identifica la presencia de cafeina, teobromina y

teofilina.

Biosintesis: La biosintesis es un proceso de multiples pasos, catalizado por
enzimas, en el que los sustratos se convierten en productos mas complejos en los
organismos vivos. Las plantas sintetizan miles de compuestos usando rutas
metabolicas utilizando moléculas simples o a&tomos como el oxigeno, carbono y

nitrégeno.

Identificacién y/o caracterizacion: Es el conjunto de procedimientos
fisicoguimicos e instrumentales cromatograficas y espectrométricos que se
utilizan para determinar la estructura quimica de una sustancia desconocida,
cuando no se dispone de las técnicas mas sofisticados se recurre al analisis
comparativo usando una sustancia patron ya conocida por sus propiedades

fisicoguimicos y espectrométricas.
Extraccion: Son las técnicas que se usan para aislar y purificar un compuesto

proveniente de una muestra vegetal, para lo cual se utiliza diversos métodos de

acuerdo a la naturaleza del componente presente en la fuente natural.

17



CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de la hipétesis.

H,. Las propiedades que caracterizan al alcaloide aislado de I. inundata permiten
mediante pruebas fisicoquimicas y espectrometria UV-visible determinar que se

trata de cafeina.

2.2. Variable de estudio y su operacionalizacién

2.2.1. Variable de estudio

Variable independiente

Cafeina, Sustancia aislado y purificado de las hojas de I. inundata, producto del
proceso de tratamiento de la muestra vegetal con solventes de diferente

polaridad.

Variable dependiente

Caracteristicas fisicoquimicas son las propiedades fisicas que identifican al

producto quimico aislado luego del proceso de extraccion
Caracteristica espectrométrica UV/visible, determinada por la longitud de onda

gue corresponde al pico maximo de absorciéon del producto aislado luego del

proceso de extraccion.
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2.2.2. Operacionalizacién de variables
Variable Definicion operacional Tipo de Indicadores Escala de Medios de
independiente Investigacion por medicion verificacion
su naturaleza
Cafeina Las hojas pulverizadas de |. inundata Poepp Ex Reissek se | Cuantitativa Peso (rendimiento) Valor Datos de
aislada de I. trataron con etanol, luego se afiadié 6xido de magnesio como porcentual % laboratorio
inundata sustancia de inclusion, que cumpli6 el papel de hospedero; cristales
Poepp Ex produciéndose una asociacion entre la cafeina y el 6éxido de aislados
Reissek magnesio. Luego se llevd a sequedad y se traté con &cido
sulfarico al 10%, con el que se rompié el estroma al formarse
sulfato de magnesio que dejo en libertad a la cafeina en un medio
acuoso. Posteriormente se extrajo con cloroformo, se destilé
obteniéndose cristales de cafeina y se recristalizé con agua
obteniendo cristales puros de cafeina.
Variable Definicion operacional Tipo de Indicadores Escala de Medios de
dependiente Investigacion por medicion verificacion

su naturaleza

Caracteristicas Permitieron identificar el alcaloide aislado y purificado, | Cuantitativa Punto de Fusion: 215-216 Grados (°C) Valores de las
fisicoquimicas sobresaliendo el punto de fusion, valores Rf x 100 en TCL, Peso Molecular:194,20 gr/mol propiedades
pruebas coloridas y el peso molecular por el método de Rast. Valores de Rf: 5,7 (silica gel: Numero fisicoquimicas
cloroformo-etanol 96% 90:10) | adimensional
Caracteristicas Se identific por espectrometria ultravioleta visible, el valor de | Cuantitativa Longitud de onda méaxima con | Nandmetro (nm) | Espectro UV-

espectrométricas

longitud de onda maxima.

disolvente neutro a 261y en

metanol a 273 nm.

visible
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodologico

El estudio fue de tipo descriptivo, prospectivo, de enfoque cuantitativo y de disefio
experimental, que permitio identificar la presencia de cafeina en la especie en

estudio.

3.2. Disefio muestral

Poblacion. Fue el conjunto de arboles de I. inundata que crecen en la margen
derecha del rio Nanay en la localidad de Nina Rumi, del distrito de San Juan
Bautista, provincia de Maynas, region Loreto.

Muestra de estudio. Fue recolectada aproximadamente dos kilogramos de hojas
de los arboles que forman la comunidad vegetal y que crecen en forma gregaria.
Fueron seleccionadas hojas turgentes no deteriorados o atacados por los

insectos.

Los sujetos de estudio (hojas) no se tomaron en forma aleatoria porque cada uno
de ellos “per se” tiene los mismos componentes, aqui no se puede observar
ninguna variacion significativa del componente (cafeina) entre hoja a hoja (29).
Debido a que el recojo de la materia prima no es aleatoria ni requiere grupos de
control, ya que todas las hojas de I. inundata poseen el mismo principio activo
(1,18,23).

3.3. Procedimiento de recoleccién de datos

El proceso que se siguio fue algoritmico, es decir un conjunto ordenado de pasos
0 etapas que condujeron a la elucidacion del compuesto. Las etapas del proceso
fueron las siguientes: Recoleccion e identificacion de la muestra, lavado, secado
sobre laminas de papel de filtro y aire acondicionando regulado a 17 °C, molienda,
tamizado en malla 60 ASTM, se forman cartuchos de papel filtro y en él se
colocaron 200g de muestra que se llevaron al vaso del equipo de soxhlet para la

extraccion con etanol, el etanol mas cafeina se filtré y se vacio sobre el 6xido de
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magnesio que lo adsorbid, para completar la adsorcién se calienta hasta evaporar

el alcohol luego se desabsorbio la cafeina haciendo reaccionar con acido sulfarico

se formé sulfato de magnesio, se filtr6 para separar sulfato de magnesio dejando

libre la cafeina que se aislé afadiendo cloroformo que se concentré en rotavapor

y se cristaliz, la recristalizacion se hizo con agua caliente obteniendo cristales

monoclinicos blancos y sedosos (figura 3)

Eter de petroleo ‘l

Desengrase
Sistema Soxhlet

—> Eter de petréleo

l_ Etanol

Extraccion

Cafeina + etanol

H,S0O, 10%

|

Filtracion

A

Adsorcion en

materia prima » Lavado Secado »  Molienda
l Afrecho 4—/
Identificacion
botanica
Cafeina CHCl,
+ Desorcion
Solucion acuosa
MgSO,
Filtracion 955
CHCI,

Fase acuosa <«——

Extraccion de
cafeina + agua

CHCI, «——

Destilacion
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Figura 2. Diagrama de bloque para las etapas de obtencion de cafeina a partir de
las hojas de I. inundata
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3.3.1. Aislamiento y purificacién del alcaloide

A. Recoleccion de la muestra vegetal: La muestra vegetal de I. inundata se
recolectd en el centro poblado de Nina Rumi distrito de San Juan Bautista,
provincia de Maynas cuyos datos georreferenciales son las siguientes 3° 50°
37,7°S; 73° 23°13,8” O; altitud 138 msnm.

Se tomaron fotografias de la planta para documentar el estudio, las hojas fueron
recolectados y puestos en bolsas plasticas luego fueron trasladados al laboratorio
de Fitoguimica y Productos Naturales de la Facultad de Ingenieria Quimica de la

Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP).

B. Certificaciéon de la especie: Para la identificacion de la planta se colect6 una
rama de la especie vegetal con hojas, flores y frutos en la localidad de Puerto
Almendras Arboretum “El Huayo” de la Facultad de ciencias Forestales de la
UNAP. La muestra fue llevada al Herbarium Amazonense CIRNA UNAP, donde el
taxdnomo certificd la muestra vegetal y entregé una constancia con su codigo de

identificacién permanente 023894 (ver anexo 1).

C. Preparacion y limpieza de la muestra: Las hojas fueron lavadas con agua
destilada para quitar areniscas y sustancias que se hallan impregnadas, luego se
quité el exceso de humedad acomodando sobre papel de Filtro y haciendo
funcionar el aire acondicionado a 17°C, se llevaron las hojas a la estufa Memmert
por 4 horas a una temperatura de 70°C. Cuando se quitd la muestra de la estufa
después de enfriar se pesé obteniéndose 700 gr que se llevé a molienda fina en
molino de disco, se tamiz6 en tamiz #60 (0,25 mm) y se obtuvo 300g de muestra

pulverizada (ver anexo 7).

D. Desengrase: Se pesO 200g de muestra pulverizada en balanza analitica se
dividi6é en 4 tandas 50g cada uno. El polvo se puso en cartuchos de papel de filtro,
se llevo al compartimiento de extraccion del equipo Soxhlet en el reservorio de

disolvente se agregd éter de petréleo y se programé el calentador a 70°C. El
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extracto se filtr6 para recuperar el éter de petréleo, el residuo se elimind. Luego el

extracto seco sirvié para la maceracion (ver anexo 7).

E. Maceracién de la muestra: El polvo desengrasado se introdujo en un balén de
2 litros de capacidad y se agreg6 800 ml de etanol al 96°, se macero6 por 24 horas
con agitacion intermitente para extraccion maxima del alcaloide. Se filtré la
solucién alcoholica se vertio 100 g de Oxido de magnesio (MgO), luego se calent6
para facilitar la adsorcién de cafeina con el 6xido de magnesio, método conocido
como “inclusion molecular” donde el MgO cumple el papel de colador molecular o
sustancia de inclusion, porque permite que la cafeina sea adsorbida por los
reticulos cristalinos de 6xido de magnesio que cumple el papel de hospedero
mientras la cafeina hace el papel de huésped, se calienta hasta sequedad luego
sobre esta mezcla de 6xido de magnesio y cafeina se vierte 200ml de solucion de
acido sulfarico al 10% para desadsorber la cafeina, se produce la reaccion

guimica siguiente (ver anexo 7):

MgO + cafenina + H,50,(acuose) — MgS0, + cafeina (libre)

F. Extraccion del alcaloide: El macerado se filtr6 y a la solucién filtrada se
afiadi6 100 g de 6xido de magnesio (MgO), luego se calentd para facilitar la
adsorcion de la cafeina por inclusién molecular, se calenté hasta sequedad hasta
formar el estroma cristalino donde el 6xido de magnesio adsorbié a la cafeina al
interior de su reticulo cristalino formando una interaccion Vander Waals
hospedero-huésped, después se afiade 100ml de &cido sulfurico al 10% para
desabsorber la cafeina, donde el MgO formé sulfato de magnesio y dejé libre a la
cafeina sobrenadante en medio acuoso, la reaccién quimica es el siguiente (ver

anexo 7):

MgO + cafeina + H,S0,(acuoso) — MgS0, + cafeina (libre)

Para separar el sulfato de magnesio se filtré, se pasé a una pera de decantaciéon
de 2 litros, se agregd cloroformo para separar la cafeina, se separa la fase
cloroférmica y se afiade sulfato de sodio anhidro, luego se filtra y se concentra en

rotavapor se formaron unos cristales blancas y sedosas en forma de agujas. Se
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form6 el sulfato de magnesio rompiéndose la red estromatica del oxido de
magnesio para formarse sulfato de magnesio que dejo en libertad a la cafeina que
se halla en el medio acuoso. Se llevo a filtracion y el filtrado se pasé a una pera
de decantacion de 2 litros, se extrajo con 3 porciones de cloroformo (tandas)
agitando vigorosamente para que la cafeina pase de la fase acuosa a la fase
cloroformica. La fase cloroformica se seca con sulfato de sodio anhidro, se filtro
para descartar el sulfato de sodio y el extracto cloroférmico se concentrd en
rotavapor a presion reducida a 45°C. En el balon del rotavapor se formaron unos
cristales blancas y sedosas en forma de agujas. Estos cristales se recristalizaron
con agua caliente; se filtr6 la solucion cafeina-agua se dejé en reposo y aparecen
unos cristales blancos sedosos en forma de agujas, estos cristales se pesaron en
balanza analitica y se obtuvo 2,8630g. Con el que se realizé la medicion de los
parametros fisicoquimicos y la determinacion de la longitud de onda en el aparato
de espectrometria 2800 UV/visible (Spectrophotometer UNICO)

A. Purificacion: Los cristales obtenidos se recristalizaron con agua caliente; se
filtré la solucion cafeina-agua se dejé en reposo y aparecen unos cristales blancos
sedosos en forma de agujas, estos cristales se pesaron en balanza analitica y se
obtuvo 2,8630g. con el que se realizaron las mediciones de los paramétricos

correspondientes (ver anexo 7).

H. Rendimiento de la cafeina: El rendimiento se procesa en base a la relacién
entre el peso de la sustancia aislada sobre el peso de la muestra utilizada

multiplicada por 100 (el célculo se realiza en el anexo 4).

3.3.2. Determinacion de los pardmetros fisicoquimicos

A. Punto de fusion se midié usando el equipo FISATOM 431D de USV 60 Hz
rango 50 a 300°C. Para determinar el punto de fusion se mezclo el patrén de
cafeina con la muestra aislada, se prepararon 3 muestras que se introdujeron en
3 tubos capilares, se llevdé al equipo FISATOM 431D, el momento que se
fundieron pasando completamente del estado sélido a estado liquido, se leyé la

temperatura cuyo valor fue de 238°C.
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B. Punto de sublimacion se determind usando una bateria de calentamiento
con arena y un termometro con un rango de temperatura de 450°C. Consistio en
medir la temperatura en la que la muestra paso de la fase sdlida directamente a la
fase gaseosa, esta transicion se denomina sublimacion. Para medirlo se tomaron
2 vasos limpios una de 50 ml y otro de 250 ml, en el vaso de 250 ml se agrego
arena blanca seca hasta que la arena cubra un valor de 150 ml, sobre esa arena
se introdujo el vaso de 50 ml donde se deposité 0,5g de la muestra aislada, se
tapd la boca con una luna de reloj y se introdujo un termémetro de 450°C hasta
gue la arena tapo el bulbo del termdémetro, se puso el acoplado de vasos, luna de
reloj y termometro en un calentador de resistencias eléctricas selladas y con

control reostatico de temperatura.

Se puso en funcionamiento el equipo, a partir de la temperatura de 100°C que
marca el termdémetro se va observando el ascenso de la columna de mercurio
cuando la temperatura llegé a 178°C se observo nitidamente el ascenso de una
columna de vapor que queda retenida en la parte convexa de la luna de reloj

donde se solidifico.

C. Reaccion colorida. se tom6 5mg de la sustancia pura aislada, se disolvié
en 8 gotas de acido nitrico concentrado y se llevo a sequedad, luego se afadi6 2
gotas de hidréxido de amonio concentrado en segundos se formd un color
purpura. Este cambio de color es conocido como la reaccion de la Murexida, que
se da en moléculas que tienen el nucleo purinico muy caracteristico como las
xantinas y sus derivados, 1,3 sustituidos (teofilina), 3,7-sustituidos(teobromina) y

1,3,7 sustituido(cafeina).

El proceso de reaccion es como sigue, como el esqueleto precursor de una
xantina es el 4cido Urico, este al reaccionar con el acido nitrico sufre una reaccion
de desproporcionacion que da Aloxano y el acido Isodialurico, luego Aloxano y
acido lIsodialurico giran 90 grados en forma levOgira, hacia a la izquierda, el
carbonilo del Aloxano en posicion 3 gana un hidrogeno y se hidroxila al reaccionar
con el grupo OH en posicién 6 del acido Isodialurico forma un éter la Aloxantina

(gibaja Oviedo).
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La Aloxantina cuando reacciona con el aminoacido con sustraccion de dos
moléculas de agua forma el &cido purpurico, al volver a reaccionar con el

amoniaco forma el complejo murexida de color rojo-purpura.
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Figura 3. Formacion del complejo murexida (26).

Valores hRf se utilizo la técnica sefialada por Stahl-Egon en su libro “Thin Layer
Chromotography” (23) (Stalhl E). Para determinar el valor hRf se utiliz6 placas de
silica gel G bufferades a pH 6,8 a las cromatoplacas preparadas se le agrego
solucion de fosfato de potasio primario 0,2 M, fosfato de potasio secundario 0,2 M

(12 ml de cada compuesto).

Se cortaron 3 cromatoplacas de silica gel G de 20 x 4 cm donde se hizo el rociado
con micropipeta de Pasteur la solucion acuosa de cafeina usada como patrén y la
solucion de cafeina aislada de llex inundata ambas a 2 cm arriba del borde inferior
de la placa (conocida como origen) el spot tenia un diametro de 3 mm separados
una mancha de la otra 2cm para que la distancia de separacion hacia ambos

bordes de la placa sea de 1 cm.
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Se utilizaron tres tipos de solventes de corrida: Solvente I: Cloroformo: etanol 96%
(90+10), Solvente II: Acetona: Cloroformo: n-butanol-NH,OH 25% (30+30+40+10),
Solvente Ill: acetato de etilo: metanol: &cido acético [80:10:10].

El solvente | se deposité en la camara cromatografica donde satur6é el ambiente
de la camara, luego se introdujo la placa cromatogréafica y se corrié. Luego se
quitd la cromatoplaca cuando el solvente ascendié 16cm hacia arriba antes de
llegar al borde superior de la cromatoplaca que se conoce como frente del
solvente. Se midié la distancia recorrida por el soluto. Se observé que tanto el
patrén como la muestra corrieron la misma distancia 9,12cm. Se realiz6 el mismo
procedimiento usando el solvente Il, observando que el solvente ascendio 16cm y
la muestra patron y el soluto recorrieron 12,48cm y por ultimo utilizando el
solvente lll, la distancia observada del ascenso del solvente fue 16cm y el
recorrido de la muestra patron y del soluto fueron de 6,56cm Seguidamente se

calculo el valor de hRf con la férmula siguiente (ver anexo 5).

hRf distancia de corrida del soluto < 100
I =
distancia de corrida del solvente

D. Peso molecular se utilizo el método de Rast, técnica sefialada por Shriner
et al. en su libro Systematic identification of organic compounds (25) (shriner RL).
Para determinar el peso molecular de una sustancia se sigui6 las indicaciones de
Shriner R.L et al. se procede del modo siguiente: Se utiliz6 un tubo cilindrico de
8x50 mm limpio y seco, se peso, luego se colocd 50 mg del compuesto y se peso
nuevamente, después se afiadi6 0,59 de D-camphor y se volvi6 a pesar
nuevamente el tubo, esta muestra se fundié con una llama baja del mechero de

Bunsen hasta que aparecié un liquido transparente.

Después que se enfrio el contenido se secé y se coloco sobre una luna de reloj
limpia. Este material se pulverizé y se determiné su punto de fusion, por el método
de THIELE, aunque resulto mas rapido y sencillo realizarlo en el aparato de
FISATOM 431 D. cuando se volvio completamente limpio, transparente esta
mezcla, se tomo el valor del punto de fusién de la mezcla fue 157,56°C, luego se

determind el punto de fusion del D-camphor (178°C) la sustraccion del punto de
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fusion del D-camphor menos el punto de fusion de la mezcla D-camphor mas la
muestra de estudio da el punto de depresion AT del camphor (25) (shriner RL).
Con estos datos se determind el peso molecular de cafeina que es igual a
194,227 g/mol (ver anexo 6).

3.3.3. Andlisis por espectrometria ultravioleta visible

Las mediciones de longitudes de ondas maximas de cafeina se realizaron en un

equipo 2800 UV/visible spectrophotometer UNICO.

Se preparé una muestra de 10 mg, pesado con precision luego se diluyé en 100
ml de metanol, se llevé a la celda de cuarzo de 1 cm?, 3 ml de la solucién luego se
introdujo en la cubeta de referencia en la cavidad denominada &rea de muestra
donde los haces de radiacion llegan al area del detector hacia unos tubos foto-
multiplicadores separados que generan un voltaje proporcional a la energia
incidente en los detectores. El balance de voltaje producido de la absorcién de
energia en el haz de la muestra, se balancea por medio de un voltaje equivalente
gue se deriva de una porcién de alambre deslizante, en este momento la plumilla
del registrador se desplaza y aparecen los valores de longitud de onda. En
nuestro estudio programamos un barrido en rango de longitudes de onda entre
200 a 500 nm en medio metanolico y se pudo observar el pico siguiente:

I:Lmax MeOH 273 nm.

3.4. Procesamiento y andlisis de datos

Los datos fueron procesados en Excel y presentados segun la estadistica

descriptiva en tablas.

3.5. Aspectos éticos

Al aislar cafeina de las hojas de la especie de |. inundata, ésta no fue amenazada
en su dinAmica de crecimiento y propagacion, porque la muestra se extrajo de las
hojas del arbol 6rgano vegetal que se renueva permanentemente en su desarrollo

normal, tampoco se realiz6 con la cafeina pruebas bioldgicas.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Rendimiento de la cafeina

El rendimiento de cafeina de I. inundata es la relacién proporcional entre el peso
del producto sobre el peso de la materia prima del cual se aisl6 expresado en
valor porcentual, se trabajo con 200g de muestra del cual se obtuvo 2,8630g de

cafeina, que corresponde a un rendimiento de 1,431% (ver anexo 4)

4.2. Valores de los parametros fisicoguimicos

La medida del punto de fusién de los cristales de muestra fue de 238°C, el punto
de sublimacién fue de 178°C, la reaccion colorida también denominada reaccion
de murexida dio positiva dando una coloracion puarpura, el peso molecular
determinada por el método de Rast dio 194,227g/mol. Los valores de hRf se
muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Valores de hRf con tres tipos de solventes de corrida

Solvente Valor
. Mezcla
de corrida hRf
Solvente |  Cloroformo: etanol 96% (90+10) 57
Solvente |l Acetona: Cloroformo:n-butanol: NH,OH 25% 78
(30+30+40+10)
Solvente acetato de etilo: metanol: acido acético (80+10+10) 41

4.3. Mediciones de longitud de onda

En el barrido de la muestra disuelta en metanol se observé que la longitud de

onda maxima Amax meon :273 Nm (ver anexo 2)
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CAPITULO V: DISCUSION

El método de aislamiento de cafeina propuesto por Harborne (1) en base a los
experimentos realizados por lkan Rafael (30), que se utiliz6 en el presente
estudio, resultd ser el mas adecuado y confiable para la obtencion de cafeina pura
y con alto rendimiento. El 6xido de magnesio hace el papel de un compuesto de
Inclusion comportandose como hospedero, permite llevar al interior de sus
reticulos cristalinos (red estromatica) a todas las moléculas de cafeina que se
hallaban disueltas en etanol y que se constituyen en el huésped del oxido de
magnesio. Se da entonces entre el 6xido de magnesio y la cafeina una interaccion
de Van der Waals que hace que constituyan un solo sistema, cuya ruptura se
produce cuando sobre este sistema termodinamico se vierte la solucién de acido
sulfarico al 10 %, entonces se produce una reaccién que da lugar a la formacion
del sulfato de Magnesio dejando a la cafeina libre que queda en la solucion
acuosa del que se lo separa con cloroformo, en estas condiciones la cafeina y el
cloroformo forman una sola fase de la que se separa el cloroformo por destilacion

dejando a la cafeina como residuo puro.

Este método de extraccion de cafeina es util porque puede ser extrapolable a
nivel industrial para ser aplicado en la industria farmacéutica evitando el método
de sintesis en el que se utiliza acido arico que al reaccionar con el pentacloruro de
fosforo se convierte en 2,6,8 tricloropurina y luego por accion del &cido yodhidrico
y del zinc se transforma en purina y de alli en cafeina, un método largo y en la

gue hay presencia de productos secundarios toxicos (11).

Los resultados obtenidos nos muestran que la especie de I. inundata por
pertenecer a una familia monofilética es decir que proviene de un mismo
precursor evidencian que hay una clara existencia de un precursor de naturaleza
xantinica, que heredan estas especies y que se da en el género llex, donde
muchos de ellos tienen contenido de cafeina. lo que abre la posibilidad de tener
mas fuentes alternativas de obtencion de cafeina de otras nuevas especies de
llex, probablemente no para su utilizacién en la industria de las bebidas y los
alimentos, tampoco en la industria perfumista y cosmeética, por no llevar asociados

los componentes odoriferos que si posee el café (Coffea arabica) pero si puede
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ser utilizado en la industria farmacéutica porque la cafeina de llex no goza del
aroma, la atraccion y seduccién que produce el café de Coffea arabica que lleva

consigo una serie de compuestos aromaticos volatiles (oxasol y pirazina).

De acuerdo con la literatura consultada existe evidencias de que cafeina esta
presente en varias especies de la familia Aquifoliaceae, tales como llex Guayusa
Loes (5,14), llex paraguariensis St. Hill (mate) (11-13), llex laurina Kunth (13). Los
resultados obtenidos en el presente trabajo, permite afirmar que I. inundata de la
amazonia peruana contiene cafeina que quedd confirmada por la coincidencia de

las propiedades fisicoquimicas y por espectrometria UV-visible.

Saavedra Rojas (14), aislo cafeina de las hojas, frutos y tallos de I. guayusa; en
las hojas determind un rendimiento de 2,834%, en frutos 0,327% y en tallos
0,462%, mientras que en el estudio que realizamos con |. inundata de la
amazonia peruana se determin6 un rendimiento de 1,431%, se puede observar
gue en el estudio de Saavedra Rojas el rendimiento de cafeina en hojas de |I.
guayusa es mayor con respecto a otros érganos de la planta, estos dos estudios
demuestran que el género llex es una fuente importante de cafeina que debe ser

aprovechado con fines farmacéuticos.

Chumbia y Kuamar (5) también trabajaron con |. guayusa en Ecuador, por
espectrofotometria lograron determinar 2,35 miligramos de cafeina por gramo de
muestra que representa 0,235% de rendimiento, mientras que, en |. inundata de la
amazonia peruana se determiné un rendimiento de 1,431%, se puede observar
gue I. guayusa en el estudio de Chumbia y Kuamar tiene menor rendimiento con
respecto a la misma especie que crece en otras regiones. Ambos estudios difieren
en cuanto a los resultados obtenidos aun siendo de diferentes especies, en I.
guayusa de Ecuador fue aislada por espectrofotometria, método apropiado solo
para fines analiticos, mientras que en el estudio de I. inundata de la amazonia
peruana la cafeina fue aislada usando otro método, que nos permiti6 obtener
mayor rendimiento y puede ser utilizado para ser extrapolado para su produccién

a mayor escala.
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Pérez et al. (13), usando analisis HPLC determind la presencia de Cafeina,
Teobromina y Acido cafeico en llex laurina Kunth, mientras que en I. inundata de
la Amazonia peruana se obtuvo cafeina con un rendimiento de 1,431%, si bien,
ambos estudios son de naturaleza diferente; sin embargo, los dos estudios
demuestran que ambas especies del género llex contienen cafeina. Esto prueba
gue las propiedades que caracterizan a este género de contener patrones
moleculares comunes como cafeina se debe a que pertenecen a una familia
monofiléctica, es decir comparten la condiciéon de descender de un antepasado

comun.

El método de Ordoiiez utilizando fluidos super criticos para el aislamiento de
cafeina, y comparandolo con el método de aislamiento con acetato de etilo
también usado por el mismo autor permite observar que el método de fluidos
supercriticos que se usa cuando no se sincroniza adecuadamente las variables de
presion, temperatura y tiempo no se obtiene la separacion mas adecuada (24), de
otro lado resulta un método caro en paises del tercer mundo a pesar de que no
contamina el medio ambiente, porque para salir de la dependencia tecnoldgica se
precisa utilizar métodos cuya operatividad sean mas faciles y baratos. Por otro
lado, el método de aislamiento de cafeina propuesto por Stahl-Egon (23) usando
TLC solo tiene propdésitos analiticos mas no para ser extrapolado a nivel industrial.
Mientras que en nuestro estudio para el aislamiento de cafeina se us6 un método
de inclusion teniendo el 6xido de Magnesio como hospedero obteniendo un
rendimiento de 1,431% de |[. inundata que puede ser utilizada para ser

extrapolado a nivel industrial.

En cuanto al valor de longitud de onda de absorcién maxima de cafeina obtenido
en solucion de metanol fue de 273 nm, este valor es semejante al valor de 273 nm
reportado para cafeina por Stahl Egon (23) y al valor reportado por Garcia
Martinez et al. en la cuantificacion de cafeina mediante espectroscopia UV-visible
en café, Té, cacao es de 273 nm (20), pero Harborne (31) reporta un valor de 278
nm en agua porgue experimenta un pequefio efecto del solvente denominado
efecto batocrémico que se debe al sustituyente, todos estos valores coincidentes
nos permiten confirmar que el principio activo aislado de las hojas de I. inundata

es cafeina con un rendimiento de 1,431%, valor nada desdefiable como para ser
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incorporarlo al conjunto de especies vegetales aportantes de cafeina con
propésitos medicinales y como suplemento alimenticio y como mate para combatir

el resfriado y la gripe.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES.

En las hojas de I. inundata de la amazonia peruana se encontrd cafeina con un
rendimiento de 1,431% lo que muestra que esta planta podria ser usado como
fuente proveedora de cafeina para propdésitos farmacoldgicos. Su punto de fusién
fue de 238°C, punto de sublimacion 178°C, la identificacibn por medio de la
reaccion colorida o prueba de murexida de cafeina y sus derivados purinicos
teobromina y teofilina dio positiva. El peso molecular encontrado por método de
Rast fue de 194,227 g/mol.

Los valores de hRf en TLC con solvente de corrida Cloroformo: etanol 96% fue de
57, con solvente de corrida Acetona: Cloroformo: n-butanol: NH,OH 25% fue de
78 y con solvente de corrida acetato de etilo: metanol: acido acético fue de 41,

estos valores son coincidentes indicados en la bibliografia para cafeina.

El valor de longitud de onda maxima de absorcion de la cafeina en solucién de
metanol fue de 273 nm medido en el equipo 2800 UV/vis Spectrophotometer
marca “UNICO”, este valor es semejante al valor reportado en la literatura para

cafeina.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Los resultados son alentadores, siendo muy prometedora la produccién de
cafeina a partir de la especie |. inundata; de manera que seria conveniente
gue en la facultad de Farmacia y Bioquimica se instale un prototipo de
planta piloto para producir cafeina a partir de las hojas de I. inundata y asi
incorporarlo a las actividades productivas de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

También, realizar un estudio de factibilidad para instalar un laboratorio,
para producir productos derivados de la cafeina con propdsitos medicinales
y como suplemento alimenticio y como mate para combatir el resfriado y la
gripe

A la Facultad de Ing. Forestal realizar estudios de proyecto de reforestacion
de esta especie vegetal en el area del fundo de Zungarococha_Puerto
Almendra LLanchama de la UNAP.

En el area del Jardin Botanica en la facultad de Farmacia y Bioquimica, es
conveniente sembrar esta especie para que forme parte de las especies de

interés farmacéutico.
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ANEXOS

ANEXO N°. 1. Identificacion botanica de la planta

Centro de Investigacién de
@‘ UNAP Recursos Naturales
Herbarium Amazonense - AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORTIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra botdnica presentado por CORDOVA ALVIS, PAULO SERGIO y CORDOVA
LOPEZ, PATRICIA, Bachilleres de la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioquimica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, de la Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana, pertence a la tesis titulado: IDENTIFICACION DE LA CAFEINA AISLADA DE LAS HOJAS
DE llex inundata Poepp. ex Reissek, POR SUS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y
ESPECTROMETRIA UV; han sido DETERMINADAS en este Centro de Investigacion y Ensehanza,
Herbarium Amazonense-AMAZ, del Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la
UNAP-CIRNA-UNAP, como se indica a continuacion;

~ CODIGO AMAZ FAMILIA NOMBRE CIENTIFICO |

023894 Aquifoliaceae llex inundata Poepp. ex Reissek

Se expide la presente constancia a los interesados, para los fines que estimen conveniente,

Atentamente,
lquitos, 23 de febrero, 2022
UNIVERSIDAD
Dirsecion Pevas/Nanay - Iquitos Peru Pagina 1 de 1 %

Apdo, 43%




ANEXO N°. 2. Espectro de la Cafeina
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Espectro UV de la cafeina corrido en metanol
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ANEXO 3. Fotografia de la planta
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Anexo 4. Célculo de rendimiento de cafeina

Se calcula estableciendo una relacion entre el pesado de cafeina obtenida sobre

el peso de la materia prima utilizado en forma porcentual.

. Peso de cafeina obtenida
% rendimiento = X 100

Peso de la materia prima

Materia prima utilizada 200 gramos de serrin, se obtuvo 2,863 gramos de cafeina,

el calculo es el siguiente:

2,863 g
Og

Igrendimiento = 100 =1,43104

% rendimiento = peso de cafeina obtenida
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Anexo 5. Determinacién de los vales de Rf de cafeina

A. Solvente de corrida |, mezcla cloroformo: etanol96% (90+10)

Los valores de las distancias corridas por el sélido y solvente fueron las

siguientes:
Distancia de corrido del soluto 9,12 cm
Distancia de corrido del solvente 16,00 cm

Distancia de corrida del soluto
f=— . : x100
Distancia de corrida del sovente

_ 9,12
16,00

Rf x100= 57

B. Solvente de corrida Il, mezcla Acetona: Cloroformo: n-butanol-NH,OH 25%
(30+30+40+10)

Los valores de las distancias corridas por el sélido y solvente fueron las

siguientes:
Distancia de corrido del solido 12,47 cm
Distancia de corrido del solvente 16,00 cm

Distancia de corrida del soluto
f=— - . x100
Distancia de corrida del sovente

12,47
"~ 16,00

x100=78

C. Solvente de corrida lll, acetato de etilo: metanol: acido acético (80+10+10).

Los valores de las distancias corridas por el sélido y solvente fueron las

siguientes:
Distancia de corrido del solido 6,56 cm
Distancia de corrido del solvente 16,00 cm

Distancia de corrida del soluto
Rf = — : : x100
Distancia de corrida del sovente

6,56
"~ 16,00

Rf x100 = 41

43



Anexo 6. Determinacion del peso molecular de cafeina

Punto de fusion de la mezcla del componente y D-camphor: 157,56°C
Punto de fusion del D-camphor: 180°C

Se halla la diferencia del punto de fusion

AT=180 - 157,56 = 22,44

Aplicando la formula

k. w . 1000
AT . W

M=

Sabiendo que
K= Depresion molar del D-camphor 39,7
w= peso de la muestra 50 mg= 0,05 g

W= peso del D-camphor 0,5 g

AT= 22,44
39,7. 0,05. 1000 1985 g
= = = 194227 —
22,44 . 0,5 6,983 mol

M=194,227 g/mol

Se determinaron el porcentaje de error la relacién al peso molecular de cafeina

194,19 g/mol promedio del modo siguiente

%error:(Psso molecular ama:‘:’maum!—Plsso molecular :'sn!) 100
Pezo molecular sxperimental
194,227 — 194,19 0,037
% error = x 100 = ——=0.019
194,227 194,227

Encontramos que el margen de error es de + 0.019 un valor relativamente bajo,
gue significa que la muestra analizada con el peso molecular de 194,19 es el que

corresponde a cafeina.
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Anexo 7. Proceso obtencién cafeina

Secado de la muestra vegetal

Pesado de la muestra

Maceracion de la muestra

Etanol para la extraccion

Concentrado de la muestra
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Concentrado

Cloroformo para la separacion

Separacién y purificacion

Filtracion

—
‘

Cristalizacion

Cristales de cafeina
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