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RESUMEN

Descubierta en siglo XVII, siendo parte de los descubrimientos mas importantes de la
época, la quinina es un alcaloide que se encuentra en la corteza del arbol Cinchona y su
importancia para la industria farmacéutica y alimenticia la ha llevado a ser uno de los
alcaloides de interés con més de 200 anos de estudios alrededor del mundo. Entre sus roles
mas importantes de la actualidad, la quinina es uno de los componentes en los farmacos
més importantes para el tratamiento de la malaria. (Achan et al., 2011; OMS, 1996; Willcox
Bodeker, 2004)

La importancia de la quinina no es solo en el dmbito médico, también ha presentado
aplicaciones en la industria de alimentos y bebidas por su sabor amargo. La obtencién de la
quinina se ha estudiado por més de 200 afios y los procesos ha sido exitosos en lo que es la
extraccion de esta misma. Varios cientificos han tratado de sintetizar la quinina y pocos han
tenido éxito ya que su estructura presenta un sitio esteroespecifico, el cual muy pocos han
podido sintetizar con éxito (Stork et al., 2001). Aunque si es posible sintetizar la quinina,
se prefiere realizar una extracciéon porque es més viable y presenta mejores resultados.

Para ello se llevd a cabo una revision histérica con el fin de proponer una metodologia
efectiva que pueda ser empleada en proximos estudios. Se concluy6é que la quinina es uno
de los alcaloides con estudios cientificos con 200 afios de antigiiedad por su relevancia en
el ambito de la medicina e industria. A su vez, la metodologia para su extracciéon todavia
no ha sido perfeccionada y se siguen buscando nuevas alternativas que prometan mejores
resultados.

XI






CAPITULO 1

INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad parasitaria ocasionada por los microorganismos protistas
del género Plasmodium el cual ingresa al cuerpo del hospedero a través de la picadura de un
mosquito. Esta enfermedad se caracteriza por una serie de sintomas como cefalea, nauseas,
fiebres, vémitos y dolores musculares que se diferencias en la gravedad de estos dependiendo
de la especie de Plasmodium. Los tratamientos para la malaria consisten en una serie de
farmacos que son administrados al paciente para tratar los sintomas y eliminar al parasito
simultaneamente. (Garcia Lopez Hortelano et al., 2013)

Entre los farmacos utilizados uno de los componentes utilizados es la quinina, cuya
importancia cae en ser una de las medicinas efectivas ya que el parasito no ha generado
algin tipo de resistencia a este y permite actuar como un medicamento complementario a
otros sin tener problemas para mezclar varios farmacos durante el tratamiento del paciente

(OPS, 2010).

La quinina es un alcaloide encontrado en la corteza del arbol Cinchona descubierto en el
siglo XVII y sus aplicaciones en la industria han llevado a estudiadores a realizar diferentes
extracciones, técnicas de andlisis variadas y se han apoyado en equipos para identificar y
aislar a la quinina de con la quinidina, cinchonina y cinchonidina (Achan et al., 2011). Este
trabajo busca recopilar informacién sobre las diferentes metodologias en la extraccion de
quinina empleadas a lo largo de la historia para proponer una metodologia experimental que
sea efectiva y viable para la industria en Guatemala.






CAPITULO 2

JUSTIFICACION

La malaria es una enfermedad parasitaria tropical transmitido por los mosquitos del gé-
nero Anopheles. Estos microorganismos protistas del género Plasmodium son los encargados
o culpables de transmitir esta enfermedad. En Guatemala se encuentra en un proceso de
suprimir la malaria, por lo que se han intensificado los esfuerzos en los diferentes niveles de
atencion en el departamento de Izabal, donde hay més incidencia (Chéavez, E., 2017).

La quinina es un alcaloide dentro de la corteza del arbol de quina, el cual presenta
propiedades contra la malaria debido a que es un agente antipaludico (Achan et al. 2011).
Son pocas las empresas dedicadas al cultivo de la quina en Guatemala (Ariscona, 2013).
La necesidad de optimizar el proceso de la extracciéon ha llevado a buscar métodos méas
rapidos y efectivos. Por otro lado, los métodos también deben de lidiar con la separacién
de los 4 alcaloides de la quina y la extracciéon y purificacién de la quinina especificamen-
tehttps:/ /www.overleaf.com/project /5ed692c3ee73ca000149560e (Achan et al. 2011). La po-
sibilidad de recuperacién de la muestra -quinina- por medio de la recristalizaciéon, presenta
beneficios para un método alternativo ante la optimizacion de este alcaloide.

Guatemala no posee una industria o fabrica donde se pueda trabajar con la cinchona
por lo que se prefiere exportar la materia prima -la madera del arbol- hacia el extranjero
a un costo bajo para que sea tratada, se producen los medicamentos y luego son vendidos
a precios mayores a los costos de produccién. Este trabajo busca determinar si es posible
extraer la quinina para luego poder industrializar el proceso y exportar el extracto en lugar
de la materia prima.






CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Recopilar informacion sobre las diferentes metodologias en la extraccién de quinina em-
pleadas a lo largo de la historia para proponer una metodologia experimental.

3.2. OBJETIVO ESPECIFICO

Proponer un método de extraccion efectivo para el alcaloide quinina de la corteza de
Cinchona y purificacién como sulfato de quinina.






cAPITULO 4

MARCO TEORICO

4.1. MALARIA

La malaria es una enfermedad parasitaria portada por los microorganismos del género
Plasmodium. Este microorganismo se encuentra dentro de la especie de mosquitos del gé-
nero Anopheles, encontrados en mayor concentraciéon dentro de zonas tropicales debido a
la humedad, temperatura y la disponibilidad. Para que un ser humano sea infectado, un
mosquito hembra debe alimentarse de la sangre al introducir la probéscide e intercambia su
saliva infectada por el Plasmodium, por sangre (Spencer et al., 2016). Es una enfermedad
endémica en América Central y del Sur, Caribe, Africa, Sudeste asiatico, Medio Oriente y
en el Pacifico Sur. (Garcia Lopez Hortelano et al., 2013)

Existen 5 especies del Plasmodium (P.) causantes de la malaria en los humanos y cada
uno afecta el cuerpo de manera diferente. Las especies son: P. ovale y P. vivax, pueden
originar formas latentes en el higado, presenta fiebres e hiperesplenismo, aunque los episo-
dios més graves son causados por P. vivaz; P. malariae, puede originar episodios de febriles
anos mas tarde de haber contraido la infeccién y tiende a asociarse con un sindrome nefré-
tico, puede originar parasitemia asintomatica cronica; P. falciparum, esta es la causante de
complicaciones clinicas y la muerte del hospedero y, por dltimo, P. kwonlesisrecientemente
descubierta en primates, pero se han documentados casos de infecciéon en Malasia y Borneo,
presenta sintomas similares al P. falciparum con mayor mortalidad y desencadenar insufi-
ciencia hepatorrenal severa (Spencer et al., 2016) (Garcia Lopez Hortelano et al., 2013). Otra
diferencia presente en las diferentes especies es el tiempo de incubacién ya que puede variar
entre las especies. Para P. ovale y vivax son 14 dias, P. malariae 18-40 dias, P. falciparum
10-12 dias y para P. kwonlesis11 dias, aproximadamente. (Garcia Lopez Hortelano et al.,
2013)



4.1.1. SINTOMAS Y DIAGNOSTICO

Entre los sintomas probablemente iniciales que presenta esta enfermedad se encuentran
cefalea, nauseas, vomitos y dolores musculares, aunque no hay un patrén entre ellos ni un
orden en aparicién. Posteriormente los sintomas se llegan a complicar ya que aparece una
crisis con fiebres mayores a los 39 °C, escalofrios, problemas digestivos y/o respiratorios.
Fisicamente, al hacer un examen fisico la persona con malaria tendria un tono pélido en la
piel y mucosidades, esplenomegalia y, en ocasiones, hepatomegalia. (Garcia Lopez Hortelano
et al., 2013). Claro que estos sintomas pueden variar en personas que vivan en un area
endémica del mosquito, ya que se consideran semi-inmunes, y quienes son turistas en el
area. En caso de haber un nino semi-inmune, es posible que no presente fiebres elevadas
pero los demaés sintomas si. (Garcia Lopez Hortelano et al., 2013).

Para tener un diagnéstico completo y confirmar que los sintomas corresponden a la ma-
laria, es necesario la realizaciéon de uno o varios examenes clinicos. La malaria se suele sobre
diagnosticar sobre a la base exclusiva de los sintomas, generalmente en zonas endémicas,
debido a la falta de especificidad de los primeros sintomas (OMS, 2011). E 1 diagnostico de
esta enfermedad se basa en demostrar la forma asexuada del parasito en la sangre periférica.
Algunas de las técnicas que se utilizan son:

1. Frotis de sangre con tincién Giemsa

a) Consiste en tomar de muestra una gota de sangre gruesa, que contenga por lo
menos 100-1,000 globulos rojos. Expresa el porcentaje en funciéon de los eritro-
citos parasitados por cada 100 eritrocitos sanos, (eritrocitos parasitados / 100
eritrocitos sanos). Es ttil como diagnostico etiologico y para llevar el seguimiento
de la respuesta del tratamiento. Uno de los problemas de la técnica es que no
es especifica o determina la especia paréasita de la muestra (Garcia Lopez Hor-
telano et al., 2013). También puede tomar una extension de sangre hemolizada
en funciéon de los leucocitos de la muestra; debe contener por lo menos 100. Los
resultados se expresan en parasitos/microlitros (nimero de parasitos/leucocitos
= 100). Esta técnica permite determinar la especie parasita y el seguimiento de
la enfermedad en el paciente. (Garcia Lopez Hortelano et al., 2013)

2. Técnicas inmunocromatogréficas

a) Consiste en test rapidos para la determinacion de antigenos del parésito en la
sangre. Estos presentan una sensibilidad moderada y alta especificidad para P.
falciparum y P. vivaz, pero son propensos a presentar falsos negativos y no se
puede cuantificar el grado de parasitacion en el paciente. (Garcia Lopez Hortelano
et al., 2013)

3. Deteccién genémica del parasito en la sangre por PCR

a) Esta técnica permite determinar parasitemias submicroscopicas con alta sensi-
bilidad y especificidad. Es uno de los exdmenes que permite determinar si hay
parasitemias mixtas. (Garcia Lopez Hortelano et al., 2013)

Es importante que los pacientes sean diagnosticados ya que en la etapa inicial es menor
la concentracion de parésitos y facilita la recuperacion del paciente. Sin embargo, si el



tratamiento consiste en medicamentos ineficaces o se retrasa, en el caso de una infeccién
por P. falciparum, la enfermedad se propagarse y puede causar complicaciones més graves
en la salud del hospedero. Una malaria grave puede identificarse con los siguientes signos:
coma, acidosis metabdlica, anemia grave, hipoglucemia, insuficiencia renal aguda o edema
pulmonar agudo. Si estos se presentan estos sintomas y no se tratan, el infectado puede
llegar a morir. (OMS, 2011)

4.1.2. MALARIA EN GUATEMALA

En Guatemala, la incidencia de malaria es més alta entre los meses de noviembre a
marzo por ser meses con temperaturas bajas. El agente que més casos se le atribuyeron
fue al Plasmodium vivaz, cuyos sintomas consistian en fiebre intermitente, sudoracién y
escalofrios. En el 2016, las incidencias del primer trimestre disminuyeron en un 48 %, siendo
los departamentos con mayor nimero de casos Izabal, Suchitepéquez y Escuintla. (Véasquez,
2017)

Toda la poblacién corre riesgo de contraer la enfermedad, aunque hay unos mas en riesgo
que otros. Para principios del 2017, el grupo que mas incidencia presentado fueron mujeres
menos de 1 afio a mayores de 64 anos con el 52 % de casos reportados, 755 casos de 1,449.
De los 755 casos de mujeres infectadas, el 25.56 % de las incidencias fueron en mujeres de 25
a 39 anos y el 16.55 % en mujeres de 15 a 19 anos. El 47.89 % de los 1,449 casos reportados
corresponden al sexo masculino con 694 casos. De estos casos, el 24.78 % corresponde a
hombres de 25 a 39 afios y el 16.85% de los casos en hombre de 15 a 19 anos. (Vasquez,
2017)

4.2. TRATAMIENTOS FARMACEUTICOS

Después de realizar un diagnostico se puede encontrar un tratamiento adecuado a las
necesidades del paciente. En el caso de una malaria sin complicaciones, la cura se define
como la eliminacién del parasito para prevenir la propagacion agresiva y la morbilidad. Si
se trata de una malaria grave, el objetivo principal es evitar la muerte del infectado, la
prevencion de la recrudescencia y efectos adversos (OMS, 2011). A continuacion, se muestra
un cuadro con los farmacos més empleados para tratar la quinina.

Cada medicamento no corresponde a un tipo de especie de Plasmodium especifico, pero
si para contrarrestar los efectos de algunos. No se recomienda la automedicacién ya que si
hay un riesgo grave si es tratada incorrectamente que presenta complicaciones en la salud y
monetariamente es més costoso. En casos de una infecciéon por parte de P. falciparum, por
ser la méas peligrosa para los humanos, es necesario internar al infectado en un hospital lo
més pronto posible. (OPS, 2010)



Fdrmaco y nombre co- | Dosis mdzxima Presentacion Accesibilidad

mercial

Artemeterlumefantrina | 4 comp './dosis 24 com- | Comprimidos, 20 mg ar- | Extranjero

(Coartem(®), Ria- | primidos temeter y 120 mg de lu-

met®)) mefantrina

Atrovaquonaproguanil 4 comp./dia juntos en | Comp. Pedriatico: 62.5 | Indicacion legal estable-

(Malorone®), Malorone | una toma mg atovaquone y 100 | cida En farmacia

pedridtico®)) mg proguanil

Clindamicina  (Dala- | VO 1.8 g/dia Cépsulas 150 mg y 300

cin@®), EFG) mg

Cloroquina (Reso- | 600 mg base por to- | Comprimidos 150 mg | Indicacién legal estable-

chin®) ma Dosis méxima total | base, 250 mg sal cida

1,500 mg de base

Doziciclina (Proder- | 200 mg/dia Cépsulas de 100 mg Medicamento extranje-

ma(®), EFG) ro

Glucontao de quinina | 600 mg/8 h, 1,800 | Ampolla 50 mg/ 2 mL Medicamento extranje-

(Quinimaz®)) mg/dia ro

Mefloquina (Lariam@®)) | Dosis total de 1,500 mg | Comprimidos 250 mg Medicamento extranje-
ro

Primaguina (Primaqui- | 30 mg base/dia, por 14 | Comprimidos de 7.5 mg | Medicamento extranje-

na®) dias o

Sulfato de quinina (Qui- | 600 mg/8h Comprimidos de 300 mg | Medicamento extranje-

nine sulphate(®) o

Cuadro 1: Farmacos antipaltdicos: dosis, pauta y presentacion (Garcia Lopez Hortelano et al., 2013)

4.2.1. RESISTENCIA DEL PARASITO

“La resistencia a los antimalaricos se define como la capacidad de los parésitos para
sobrevivir y/o multiplicarse a pesar de las administracion y absorcién de un medicamento
dado en dosis iguales o mas altas que aquellas usualmente recomendadas y toleradas por
el paciente” (OPS, 2010). Este es un proceso natural que los parésitos tienen para poder
sobrevivir mas tiempo, pero esta habilidad no permite que el hospedero mejore su salud
y trae repercusiones mas severas. Estudios recientes han demostrado que el P. falciparum
ha desarrollado resistencia a casi todos los antimalaricos que se usan actualmente. Entre
ellos tenemos la amodiaquina, cloroquina, mefloquina, quinina y sulfadoxina-pirimetamina
con excepcion a los derivados de las artemisininas (OPS, 2010). Las demés especies todavia
pueden ser tratadas con algunos de los farmacos actuales, pero, cada una de las especies han
desarrollado un nivel de resistencia a varios medicamentos. (OPS, 2010)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) asegura que la resistencia a los antimalaricos
se puede prevenir o disminuir més despacio si se toma una combinacién de los diferentes
medicamentos que posean diferentes mecanismos de acciéon y dosis especificas de dichos
farmacos. Con esta combinacién, se espera que el parasito no pueda generar resistencia a
ambos medicamentos simultdneamente, por lo que se espera ganar tiempo y disminuir la
concentracion de parasitos mientras estos resisten uno de los medicamentos (OPS, 2010).
Entre los diferentes medicamentos, se aconseja mezclar algin medicamento con uno que
contenga, en su presentacion, quinina.

LComp. Significa comprimidos. El tipo de forma que presenta la pastilla del medicamento.
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4.2.2. MEDICAMENTOS CON QUININA

En el Cuadro 1, se mencionaron 2 medicamentos que contienen quinina, el Gluconato de
quinina (Quinimax@®)) y el Sulfato de quinina (Quinine sulphate®)). Estos medicamentos
pueden mezclarse con Clindamicina o Doxiciclina en un tratamiento de 7 dias para poder
realizar pruebas de seguimiento con mejores resultados. El problema de tomar medicamentos
mixtos es que el paciente puede sufrir alguna reaccion que evite la actividad de ambos
medicamentos. (OPS, 2010)

Estos medicamentos se han utilizado para tratar la malaria no complicada del P. vivax
y P. falciparum. Es muy efectiva para ser tomada por embazadas en todos los trimestres
sin complicaciones graves si es una infeccion por P. falciparum. También se recomienda
el uso de quinina para el tratamiento de menores de 2 anos y la dosis cambia si se hace
una mezcla de medicamentos o solo se quiere dar la quinina. Aunque la quinina tenga un
rol muy importante como antimalarico, se prefiere usar la quinina como una segunda linea
ya que puede causar hipotension si no es administrada adecuadamente (OPS, 2010). Si se
quiere tratar una malaria complicada, debe realizar lo més pronto posible y se recomienda
usar medicamentos a base de alcaloides como los derivados de la artemisinina y la cinchona
(quinina y quinidina).

4.3. ALCALOIDES COMO METABOLITOS SECUNDARIOS

Los medicamentos a base de alcaloides se refieren al uso de los alcaloides presentes en las
plantas como metabolitos secundarios. Estos tienen funciones no vitales para el desarrollo
porque no participan en los procesos esenciales para esta, pero si para su supervivencia.
Sus funciones varian dependiendo del alcaloide, entre ellas pueden encontrarse para la de-
fensa hacia depredadores repeler, inhibir el crecimiento o competencia dentro de la especie;
atraccion de germinadores o polinizadores y protecciéon como la respuesta a un estimulo
estresante. (Pomilio, 2012)

Los alcaloides se caracterizan por ser compuestos organicos nitrogenados, solubles en
agua y ser bioactivos (Pomilio, 2012). La presencia del nitrégeno en su estructura sugie-
re que una via sintética a partir de aminoacidos como lisina, tirosina y triptéfano. Estan
conformados por una amina terciaria y anillos heterociclicos y suelen formar sales solubles
en presencia de acidos minerales (Dewick, 2009). Suelen encontrarse con un pH y en una
solucion bésica ya que estan protonados dentro de su medio (Pérez Gonzalez, 2006). Al
ser bioactivos en animales, los alcaloides tienen aplicaciones médicas ya que pueden formar
una amina cuaternaria al protonarse en el medio fisiolégico por el cambio de pH. Algunos
ejemplos de alcaloides son la cocaina, la morfina, la atropina, la colchicina, la quinina, y la
estricnina. (Dewick, 2009)

11



4.4. QUININA

4.4.1. ORIGEN DE LA QUININA

Los arboles de cinchona son nativos la parte este de los Andes. Pertenecen a la familia
Rubiaceae, y sus principales variedades son Cinchona calisaya, C. flava, C. succirubra, C.
condaminea, C. pitayensis, C. micrantha, de mas de 30 especies conocidas. A pesar de ser
originaria de América, fue plantada en grandes cantidades en India, Sri Lanka, Indonesia
y Myanmar, con el fin de aumentar la cantidad de quinina producida (Ebadi, 2006). De la
corteza de este arbol se extrae en, el aserrin, polvo de quina. Este tiene propiedades como
estimulante del apetito, digestivo y otras aplicaciones de interés farmacéutico. Aparte de la
quinina, se tiene otros compuestos presentes en la corteza pueden encontrarse varios meta-
bolitos y entre ellos estan la quinacimina, quinamina, quinicina, la quinina y la quininidina
(Taylor, 2005).

4.4.2. ESTRUCTURA

La quinina presenta una estructura relativamente compleja. Posee una quinolina como
su esqueleto y parte central de la molécula, la cual, contiene dos sustituyentes en la base.
El primero forma un enlace de tipo éter y el segundo es un enlace carbono-carbono que
conecta con un biciclo, donde uno de los puentes es un nitrogeno. Ademas, la estructura
presenta un tnico carbono quiral que es la unién de la quinolina con el biciclo. Se conoce
como un carbono quiral aquel carbono que posea 4 sustituyentes diferentes. Para este caso,
los sustituyentes son: un alcohol primario, un hidrégeno, la quinolina y el biciclo, dando una
configurado tetraédrica. (Carey Giuliano, 2014)

Figura 1: Estructura molecular de la quinina (Fuente propia; (Carey Giuliano, 2014))

4.4.3. BIOSINTESIS

La biosintesis de la quinina comienza a partir de la estrictosidina, modificando la molé-
cula para dejar un grupo aldehido, seguido de una hidrolisis y descarboxilacién produciendo
el corynantheal. A ello, le sigue el rompimiento de un enlace C-N, dando la formacién de
un nuevo grupo aldehido y una ciclaciéon por via de iminas entre el N y el grupo aldehido
previamente formado. Una nueva ruptura de otro enlace C-N, del lado lateral de triptamina,
produce la apertura del anillo. Posteriormente, el grupo aldehido producto del rompimiento
inicial del enlace C-N reacciona con esta nueva amina creando un heterociclo de seis miem-
bros (cinchonina). Finalmente, se da una isomerizacion en el carbono 8 de la cinchonina y
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una reduccion con NADPH del grupo cetona seguido de una metilacién da como producto
la quinina (Dewick, 2009). Esto se resume en la figura siguiente:

OH

NOH

WY\

H ‘\'
. CO:-Me inch A
estricosidina escision de enlace C-N (via imina) K
seguido de formacicn de nuevo enlace
C-N (via iming nuevaimeniz)

CHO

H f N
! = >
“H
"HO
- CH ) escision de enlace
hidrédisis ¥ corynantheal C-Nindol
descarbarilacion

L8] [

R =H, cinchonidina cinchoninona
R =0Me, quinina
gpimsrizacion en

C-8 vig enol

R =H, cinchonina
R = OMe, quinidina

Figura 2: Biosintesis de la quinina. (Dewick, 2009)

4.4.4. SINTESIS DE LA QUININA

A lo largo de 150 anos, se han hecho varios intentos para hacer una sintesis total de
la quinina. Uno de los obstaculos que impedia su sintesis exitosa fue la estereoselectividad.
En 1944, Woodward y Doering proponen una ruta sintética para una muestra racémica de
quinina, y luego argumentan que con un procedimiento publicado anteriormente se puede
llegar a la quinina, pero no lo intentan. En 2001, Gilbert Stork propuso la primera sintesis
estereoselectiva para la quinina y cuestiona la suposicion de Woodward y Doering (Stork et
al., 2001).

Maés adelante, en 2007, se comprueba que el supuesto que utilizaron Woodward y Doering
si se cumple, de manera que su ruta propuesta si permite sintetizar quinina estereoselectiva.
El problema con ambas propuestas es que son muy complicadas y tienen un costo muy
elevado, requieren de 16 y 17 pasos respectivamente (Seeman, 2007). En resumen, se prefiere
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la extraccion ya que presenta menor cantidad de recursos necesarios para obtener la quinina.

4.4.5. USOS

El descubrimiento de la quinina ha sido catalogado como uno de los descubrimientos
médicos mas importantes del siglo XVII. Nombrada en ese entonces como la “corteza jesuita”
o “corteza sagrada” debido a su uso como tratamiento contra la malaria por misioneros
jesuitas en América del Sur a principios de 1600, aunque se cree que la misma era usada
por los nativos desde antes como remedio para la fiebre (Achan et al., 2011). Actualmente,
la quinina es utilizada, junto al artesunato, como parte de la medicina tradicional para el
tratamiento de la malaria (Willcox Bodeker, 2004). Esto se debe a que la quinina es un
esquizonticida hemético (afecta la sintesis de proteinas del parasito), actuando asi como
agente antipaludico mas fuerte que la cloroquina (OMS, 1996).

La quinina, junto con la quinidina, cinchonina y cinchonidina (los cuatro alcaloides de la
quina) son compuestos efectivos contra la malaria, y se usaron de esta manera hasta prin-
cipios de 1920, donde fueron reemplazados por compuestos sintéticos méas afectivos. Entre
los compuestos sintetizados, el méas usado fue la cloroquina, sin embargo, su uso sistemético
provocod que el Plasmodium falciparum, parasito causante de la malaria, desarrollara resis-
tencia ante la cloroquina a finales de 1950. Por ello, la quinina volvié a ser empleada para el
tratamiento de malaria severa. (Achan et al., 2011). Actualmente, se utiliza principalmen-
te para tratar el paludismo falciparum, producido por Plasmodium falciparum, en lugares
donde el mismo ha desarrollado resistencia a otros medicamentos. (OMS, 1996).

4.4.6. RELACION CON GUATEMALA

Son pocas las empresas dedicadas al cultivo de quina en Guatemala. Las plantaciones
de esta se ubican principalmente en San Marcos y la boca costa, ocupando un estimado
de 2,500 hectareas y produciendo entre 700 y 800 toneladas de corteza al afo, las cuales
son exportadas a Europa y Asia. A pesar de ello, Guatemala representa aproximadamente
un 10 % de la producciéon nacional de corteza de quina. Por ello, con el fin de aumentar la
producciéon nacional de quina, han surgido esfuerzos para implementar el cultivo de quina
en los caficultores. Se espera que la quina sirva como fuente de ingresos alternativa al café,
con lo cual la economia nacional no dependa de un solo producto de exportacion. (Asicona,
2013)

Guatemala no posee una industria o fabrica donde se pueda trabajar con la Cinchona
por lo que se prefiere exportar la materia prima -la madera del drbol- hacia el extranjero a
un costo bajo para que sea tratada, se producen los medicamentos y luego son vendidos a
precios mayores a los costos de produccion.
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4.5. IDENTIFICACION DE ALCALOIDES

4.5.1. ANALISIS CUALITATIVO

Existen reactivos genéricos para la caracterizacion de alcaloides mediante la reacciéon
entre un reactivo y el grupo anima para formar un precipitado; en algunos casos también
hay un cambio de color. Estas pruebas se conocen como reacciones de precipitaciéon y son una
combinaciéon de metales pesados con alcaloides en un medio acido para formar una amina
cuaternaria, la cual se precipitarid. Las pruebas colorimétricas son reacciones coloreadas

donde se obtiene un resultado positivo cuando hay un cambio de color o un precipitado.
(Wagner Bladt, 2001)

Prueba Mayer

La prueba de Mayer es una reaccién de caracterizacién genérica para alcaloides. El fin es
que los alcaloides reaccionen con yoduro potésico mercurico o el reactivo de Mayer (Ko|Hgly])
para formar una sal compleja de color blanco-amarillo. Esta sal puede disolverse en solventes
poco polares para facilitar la identificacion. La reaccién comienza con la mezcla de cloruro
de mercurio con yoduro de potasio para obtener el reactivo de Mayer. Este reacciona con el
grupo amino del alcaloide para formar una amina cuaternaria que se manifestard como un
precipitado colorido. (Wagner Bladt, 2001) (Evans, 2009)

La preparacion del reactivo consiste en disolver 1.36 g de cloruro de mercurio en 60 mL
de agua en un matraz de 125 mL. En un segundo matraz de 125 mL disolver 5 g de yoduro
de potasio usando menos de 40 mL de agua. Las soluciones se en un balén de fondo plano
y aforar a 100 mL con agua destilada. Para emplearlo como prueba cualitativa, la muestra
debe tratarse con acido sulfiirico -H2SOy4- o acido clorhidrico -HCI-. Luego se toma una
alicuota de 1 a 5 mL de la muestra en un tubo de ensayo. Después se agrega gota a gota el
reactivo a la muestra. El resultado positivo estara dado por un precipitado blanco o color
crema, soluble en acido acético y metanol. (Evans, 2009)

HgCl 2(ac) +4 KF.M; = Kz{ngd][ac: + 2 KClge

Figura 3: Reaccion para la preparacion del reactivo de Mayer (Fuente propia; (Evans, 2009))

) o ‘,\ =
[:‘ :J- j[m' + KolHalglagy — 2KCIta:ﬁ+{' :\(O;}[ngl".u

Figura 4: Formacion del completo al reaccionar la quinina con el reactivo de Mayer (Fuente propia;
(Evans, 2009))
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Prueba Dragendorff

La prueba de Dragendorff es la combinacién de nitrato de bismuto pentahidratado y
yoduro de potasio para formar el reactivo de Dragendorff (KBil4). Este reaccionara con el
grupo amino para formar un precipitado de color naranja-rojizo. (Wagner Bladt, 2001)
(Evans, 2009)

Su preparacion consiste en disolver 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mL
de &cido nitrico al 30% (v/v) en un matraz. Usando un segundo matraz, disolver 27.2 g de
yoduro de potasio en 50 mL de agua destilada. Se agrega la primera solucién al segundo
matraz para mezclarlas. Dejar en reposo por 24 horas. Se decanta la solucién y colocar el
residuo acuoso en un baléon de fondo plano para aforar a 100 mL con agua destilada. Para
emplearlo como prueba cualitativa, primero debe tratarse la muestra con HoSO4 o HCI. Se
toma una alicuota entre 1 y 5 mL de la muestra en un tubo de ensayo. Luego se agrega
gota a gota el reactivo a la muestra. El resultado positivo esta dado por la formacion de un
precipitado naranja rojizo. (Evans, 2009)

HNO 35¢ g Hz0p) ——= Hlo-uac T r“m?liac
Bi(OH)2s  4Klgg — KBil. KOH e

BilNOa)ageey + H20y — BilOH)a + 3 HNO gy

Figura 5: Secuencia de reacciones para la preparacion del reactivo de Dragendorff (Fuente propia;
(Evans, 2009))

/
3 =N+ KBil, —=

Figura 6: : Formacion del completo al reaccionar la quinina con el reactivo de Dragendorff (Fuente
propia; (Evans, 2009))

Prueba Wagner

Esta prueba consiste en la reaccion de color y precipitado donde una mezcla de yoduro de
potasio con yodo para formar el reactivo de Wagner (I-KI). Al reaccionar con los alcaloides
se obtiene un complejo de color marron, el cual se precipitara. (Wagner Bladt, 2001) (Evans,

2009)

Para preparar este reactivo, se deben disolver 1.27 g de yodo re sublimado y 2 gotas de
yoduro de potasio en 20 mL de agua en un balén de fondo plano de 100 mL y se afora con
agua destilada. Para emplearlo como prueba, la muestra debe tratarse con HoSO4 o HCI
antes. Se toma una alicuota entre 1 y 5 mL de la muestra y es colocada en un tubo de
ensayo. Luego, agregar gota a gota el reactivo sobre la muestra. Se considera un resultado
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positivo si aparece un precipitado marron. (Evans, 2009)

H,0
|f5}+K|[5}—h |'K|[acj

Figura 7: Reaccion para la preparacion del reactivo de Wagner (Fuente propia; (Evans, 2009))
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Figura 8: Formacion del completo al reaccionar la quinina con el reactivo de Wagner (Fuente propia,;
(Evans, 2009))

4.5.2. ANALISIS CUANTITATIVO
Fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de fotoluminiscencia en que los 4tomos o moléculas son
excitados por absorciéon de radiaciéon electromagnética. Al contrario de la fosforescencia, en
fluorescencia las transiciones energéticas no cambian el spin del electrén excitado, provocan-
do asi que los estados excitados de fluorescencia presenten una vida media corta, en el orden
de 107 s. Si bien la longitud de onda de emisién puede ser la misma que la de absorcién
(fluorescencia de resonancia), lo comun es que la longitud de onda de emisién sea mayor a
la de emision, desplazamiento denominado como desplazamiento de Stokes (D. A. Skoog et

al., 2015).

Para realizar una prueba por fluorescencia para la identificaciéon o determinacién de una
sustancia de interés dentro de una matriz, se comienda trabajar con una curva de calibracion.
Para ello se deben preparar soluciones estandares con diferentes concentraciones conocidas
y trabajar el solvente como el blanco. Paralelamente, se debe obtener la longitud de onda de
emision maxima. Se puede tomar la investigacion de Zieschang y compaiia del 2015 como
referencia para este procedimiento. (D. A. Skoog et al., 2015; Zieschang et al., 2015)

Cromatografia por capa fina de alta resolucion, HPTLC

La cromatografia en capa fina o TLC por sus siglas en inglés es un método para la
separacion e identificacién de matrices presentes en la muestra deseada. Esta se compone de
dos fases las cuales varian dependiendo de la matriz de interés. Las fases son fase estacionara
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y fase movil. Estas consisten en una mezcla de diluyentes y solventes capaces de separar los
compuestos de la muestra. El anélisis consiste en aplicarla una pequena porcién de la muestra
en la fase estacionaria en una cromatoplaca y colocar una marca del lado contrario de la
cromatoplaca para definir el frente del solvente. Paralelamente, se toma un a caja de vidrio
donde se prepara la fase movil. Luego se coloca la cromatoplaca verticalmente dentro de la
caja de vidrio para que la fase movil toque una pequenia parte de la cromatoplaca. (Douglas

A. Skoog et al., 2007)

Se debe esperar un tiempo, hasta que la fase moévil, por capilaridad, alcance el frente
de solvente. Esto se hace para que el componente de interés de la muestra no se salga
de la cromatoplaca. Al terminar la placa debe secarse para eliminar el exceso de solvente y
poder determinar el factor de retardo, Ry, del componente. Este sirve para identificar cuanto
recorri6 la sustancia de interés. Este factor es especifico para cada sustancia y puede variar
si se cambian los solventes. Para la quinina, se puede tomar como referencia un Ry entre 0.1
- 0.5 y la siguiente figura.

=FRONT
R

—=0.5

—START

1 2 TC T1 T2 13 714

Figura 9: Placa cromatografica de referencia para los extractos de quinina (Wagner Bladt, 2001)
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En este caso, se estaban comparando las muestras Cinchona calisaya (1) y Cinchona
succirubra (2) con los compuestos TC, T1, T2, T3 y T4 siendo estos una mezcla de alcaloides
de la quina, quinina, cinchonidina, quinidina y cinchonina. Todos los metabolitos fueron
extraidos con metanol, su fase movil fue cloroformo:dietilamina (90:10) y detectados usando
10 % etanol y 4cido sulftrico a 365 nm del espectro visible. (Wagner Bladt, 2001)
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CAPITULO B

REVISION HISTORIA DE LAS METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA LA
EXTRACCION DEL ALCALOIDE QUININA

Luego de su descubrimiento y primeros estudios, el alcaloide de la quinina ha estado
bajo el interés de diferentes cientificos investigadores por las diferentes aplicaciones que esta
posee en las industrias quimicas, farmacéuticas, bioquimicas, médicas y en alimentos. Es
curioso que desde 1820 este alcaloide siga teniendo gran impacto e interés hoy en dia.

5.1. 1820: JOSEPH PELLETIER Y JOSEPH CAVENTOU

El primer gran estudio que present6 la quinina fue en 1820 por Joseph Pelletier y Joseph
Caventou con su investigacion “ANALYSE CHIMIQUE DES QUINQUINA” donde se men-
cionan los primeros estudios, metodologias de extraccion y cristalizaciéon para la quinina y
la cinconina. La metodologia que usaron es general para los alcaloides donde la materia pri-
ma fue pulverizada, se usaron alcoholes como solventes para extraer el alcaloide. El estudio
confirmé que la quinina puede ser extraida y purificada como cristal. Sin embargo, esta no
puede cristalizarse por su mismo por lo que es necesario realizar un tratamiento con acido
para que cristalice como una sal. Ademas de analizar varias de las especies de cinchona cono-
cidas también fueron los pioneros en tratar la quinina para obtenerla en su forma cristalina
usando diferentes solventes en el proceso. Los mas utilizados fueron HoSO4 y HCI; siendo
este ultimo de gran interés para este estudio. (Delépine, 1951; Pellentier Caventou, 1821)
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5.2. 1889: GEORGE WATT

Luego del trabajo de Pelletier y Caventou con la extraccion, la India presenté un gran
interés en las aplicaciones de este alcaloide por lo que decidieron traer muestra de América
para distribuirla en Europa. En 1889 se public6 un libro donde mencionan una de las primeras
metodologias especificas y a gran escala para la quinina. Esta metodologia fue usada a nivel
industrial para poder aprovechar al maximo sus propiedades. Dicha extraccién consiste en el
tratamiento de la materia prima, la extraccion y el tratamiento de la muestra para obtener
como su producto final el sulfato de quinina. Al ser un procedimiento a gran escala de casi
200 afos, solo se mencionan las partes utilizadas y no mencionan la maquinaria de la época.
(«Manufacture of Quinine in India», 1890; Watt, 1889)

La metodologia puede separarse en 4 etapas: obtenciéon de materia prima, tratamiento
de materia prima, extracciéon liquido-liquido con aceite y solucién acida y, por tltimo, ais-
lamiento y cristalizaciéon de la quinina. En el libro hay una seccién dedicada a la plantacion
y cosecha de las diferentes especies de cinchona plantados en India para facilitar el traslado
de la materia prima a la fabrica. Esto es lo que se consideraria como la primera etapa de
la extraccién de la quinina. La segunda etapa, comienza secando y triturando la corteza
del arbol para obtener un polvo fino donde se puede aumentar el area de contacto con el
solvente y lograr procesar la mayor cantidad de alcaloide. (Watt, 1889)

La tercera etapa consiste en los tratamientos quimicos de la materia prima para la ex-
traccion de la quinina. Se comienza agregando 8 partes de soda caustica por cada 100 del
polvo junto a 500 partes de agua mezclandolas para formar una pasta. Esto se realiza para
destrozar la celulosa presente en la corteza y empezar la extracciéon. Al tener la muestra
se agrega 600 partes de una mezcla de aceites con una proporcién de 4 partes de aceite de
keroseno con 1 parte de aceite de fusel y se agitan por 4 horas dentro de un recipiente de
agitacion. Luego se deja reposar la muestra para separar el aceite del agua para quitar la
soda caustica de la muestra y dejar inicamente el aceite con el alcaloide de interés. Después
de que se hayan separado completamente estos liquidos, se traspasa tnicamente el aceite a
un segundo recipiente de agitaciéon junto a una solucién de acido por un tiempo de 5 y 10
minutos. Esto hard que la quinina pase a la fase acuosa para aislar completamente este me-
tabolito y dar paso a una purificacién por cristalizacion. (George Watt, 1889; «Manufacture
of Quinine in India», 1890)

La ultima etapa abarca lo que es la cristalizacion del producto final, siendo el sulfato
de quinina para ellos el principal, pero mencionan que el dcido puede ser cambiado a con-
veniencia del interesado. A la solucion acida previamente, separada del aceite, se calienta
para eliminar un poco del exceso de agua en caso de tener una gran cantidad de agua en
la solucién inicial. A esta solucién se le agrega poco a poco una solucién bésica con el fin
de neutralizar el pH usando soda caustica o una sal de amonio la cual no debe estar satu-
rada para facilitar la lectura en el cambio del pH. Luego de ajustar el pH, se deja enfriar a
temperatura ambiente y se espera a que los cristales se formen. Para aislar los cristales, se
filtra la soluciéon y se dejan secar. Estos son pesados y se disuelven en una cantidad de agua
hirviendo que sea 150 veces el peso de los cristales junto a carbén activado para eliminar la
mayor cantidad de impurezas que pudieron quedar atrapadas en los cristales. Para terminar
el proceso, se realiza una filtracién mientras la solucién permanece caliente y se deja enfriar
para que los cristales se formen nuevamente. (George Watt, 1889; «Manufacture of Quinine

22



in Indiay, 1890)

“Al comparar este proceso de extraccion con otros que se han probado en la India, las
principales ventajas que presenta parecen ser-(1) que los alcaloides se extraen completa-
mente de la corteza en un estado de pureza mucho mayor, que las operaciones finales para
obtener los productos terminados y puros se simplifican mucho; (2) que todo el proceso de
extraccion se puede realizar a temperaturas ambientales; (3) que los aparatos y electrodo-
mésticos requeridos son todos de caracter simple y, por lo tanto, muy adecuados para su
uso en las plantaciones 27 («Manufacture of Quinine in India», 1890). Una de las ventajas
de trabajar con el aceite, es que se puede reutilizar de 3 a 4 veces o hasta que el primer
tratamiento de la muestra ya no presente resultados positivos para detectar alcaloides. Esto
permite realizar el mismo procedimiento y reducir reactivos y tiempos de extraccion. Claro
que las condiciones que se presentan dependerian de la cantidad de alcaloide que presente
la muestra, la durabilidad del aceite, y que los tiempos de reposo no estés muy espaciados
para que no ingresen impurezas o el material se degrade o termine su vida ttil durante la
primera parte del proceso.

5.3. 1990: DAVID V. McCALLEY

En 1990 David V. McCalley publicé un articulo donde buscaba obtener resultados cuanti-
tativos de los alcaloides usando HPLC. McCalley acopl6é una metodologia para la extracciéon
de sus muestras y estandares ademas de emplear dos pretratamientos, los cuales aseguraban
ser mejor que él otro, para comparar si existia una diferencia significativa y determinar el
procedimiento mas adecuado para la extraccion de quinina (McCalley, 1990). Estos pro-
cedimientos no habian sido analizados para comprobar su efectividad y reproducibilidad
empleando cromatografia liquida de alta resoluciéon o HPLC; por sus siglas en inglés. (Mc-
Calley, 2002)

Este estudio estuvo divido en 2 partes donde la primera consistia en probar si era posi-
ble realizar un anélisis HPLC de los alcaloides. Esto lo determiné usando Cinchona calisaya
como material vegetal y su metodologia consistié en 3 secciones. La primera fue el trata-
miento de las muestras y estdndares donde se molieron, tamizaron a 30 mesh y secaron a
80°C hasta que la masa fuera constante. Luego se tom6 1 g de muestra y fue molido con
0.3 gramos de hidréxido de calcio -Ca(OH)z- y 3 cm?® de hidréxido de sodio -NaOH- al 5 %.
Se dejo reposar por 0.5 horas y para la validacién del método, se mantuvieron las mismas
proporciones empleando 100 mg de muestra. La segunda seccién consistié en una extrac-
cién por soxhlet por 7 horas usando un solvente organico. Luego se evapor6 el solvente a
temperatura ambiente -T°;,,5- en un cuarto de helio. Se emplearon como solventes organico
tolueno y metanol, por lo que se realizé el mismo procedimiento para ambos solventes. En
el caso de las validaciones, las muestras fueron diluidas en metanol antes de ser analizadas.
Y la tercera secciéon consistié en un analisis por HPLC para caracterizar e identificar los de

2Texto obtenido de («Manufacture of Quinine in India», 1890) traducido textualmente. Texto original:
“Comparing this process of extraction with others that have been tried in India, the chief advantages it
presents appear to be (1) that the alkaloids are completely extracted from the bark in a much greater state
of purity, that the final operations for obtaining pure and finished products are much simplified; (2) that
the whole process of extraction can be performed at common temperatures; (3) that the apparatus and
appliances required are all of a simple character, and therefore well suited for use on the plantations.”
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las muestras y los estdndares para los siguientes analisis. (McCalley, 1990)
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Figura 10: Cromatograma de los alcaloides de la Cinchona usando LiChrosorb RP-8 Select B colum-
na. (McCalley, 1990)

Identidades de los picos: 1 Cn: cinchonina; 2 Cd: cinchonidina; 3 HCn: dihidroxicinchonina;
4 HCd: dihidroxicinchonidina; 5 Qd: quinidina; 6 Qn: quinina; 7 HQd: dihidroxiquinidina;
8 HQn: dihidroxiquinina. Deteccion a 200 nm, volumen de muestra de 10 ul, taza de flujo
de lem®min~1. (a) Eluyente: acetonitrilo al 8 % en hexilamina 0.05M ajustado a pH 3 con
acido fosforico H3POy. (b) Eluyente: acetonitrilo al 15 % en buffer fosfato 0.1M ajustado a
pH 3 con 4cido fosforico H3PO4. Aproximadamente 250 ng por estandar. (McCalley, 1990)

Esta parte del experimento busca poder realizar un anélisis de los componentes de la
corteza para luego, comparar dos pretratamientos en la muestra. En la figura 10, los picos
mas importantes de destacar son el 1, 2, 5 y 6 los cuales corresponden a la cinchonina,
cinchonidina, quinidina y quinina respectivamente. Como se puede ver, en la figura 10(b),
se puede ver que se prefiere usar acetonitrilo al 15 % en buffer fosfato 0.1 M porque separa
mejor los picos de los metabolitos y poder identificar solamente los alcaloides de interés.
(McCalley, 1990)

Al obtener resultados exitosos para los analisis HPLC, McCalley prosigui6 con la segunda
parte del estudio. La cuél era determinar si habia una diferencia entre los dos pretratamientos
de la muestra. El primer método se conoce como el método estdndar Bruxelles el cual consiste
en moler, tamizar y secar la muestra a 110°C para eliminar la mayor cantidad de humedad?
seguido por un tratamiento alcalino con hidréxido de calcio e hidréxido de sodio previo a una
extraccion por soxhlet usando benceno. El problema de este método es que solo se ha usado
para determinar 2 de los 4 alcaloides siendo estos la quinina y cinchonidina (McCalley, 1990,
2002). El segundo método fue propuesto Haznagy, ya que este afirmaba que el método de

3A esa temperatura no se report6 pérdida de alcaloides. (McCalley, 1990)
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Bruxelles era poco eficiente (McCalley, 2002). Por esto, el propuso que se debia realizar un
tratamiento de la muestra usando una solucion de 4cido tricloroacético -ATC- en metanol,
seguido por una solucién de amonio previo a una extracciéon por soxhlet usando benceno. De
esta manera era posible desnaturalizar la celulosa de la muestra para extraer mas alcaloides
(McCalley, 1990).

Solvente Cinchona | Cinchonidina | Quinidina | Quinina
Tolueno <0.02 0.11 <0.02 0.58
TCA - metanol 0.23 1.10 0.15 6.37
Ca(OH)2 — NaOH - metanol 0.21 1.09 0.15 6.34
Ca(OH)2 — NaOH - tolueno 0.22 1.11 0.16 6.20
Metanol 0.20 1.05 0.13 5.94

Cuadro 2: Evaluacion de diferentes solventes para la extraccién soxhlet de corteza de Cinchona.
Todos los resultados estan dados como porcentajes de corteza, masa seca. (McCalley, 1990)

(a)

Cd

Alkaloid found/mg |-1
Alkaloid found/mg |-1

C 1 L L
8 o L 20 0 5 10 15 20
Alkaloid added/mg |- Alkaloid added/mg |7

Figura 11: Recuperaciones de alcaloides clavados en la corteza de Cinchona calisaya. (McCalley,

1990)

Recuperacion de (a) Cn: cinchonina y Cd: cinchonidina; y (b) Qn: quinina y Qd: quinidina.
(McCalley, 1990)

Los resultados obtenidos fueron dados para los 4 alcaloides. Estos presentaron ser po-
sitivos y la quinina fue quién presento los resultados mas altos entre los 4 alcaloides. A su
vez, se notd que el tolueno no es un buen solvente para la extraccion debido a la diferencia
en sus polaridades, siendo este quién obtuvo el resultado mas bajo. A su vez, los datos ob-
tenidos para las extracciones con tratamiento previo presentaron ser mejores que usar solo
el solvente organico. “El método de pretratamiento de Haznagy seguido por una extraccién
de metanol pareceria un procedimiento exhaustivo, sin embargo, los valores de alcaloides no
parecian ser més alto”® . Para validar los métodos utilizados se trabajé con las muestras
de 100 mg en soluciones similares en peso disueltas en metanol. Las curvas de la figura
11, presentaron una media de recuperacion de 100 % para la quinina, 101 % cinchonidina
y cinchonina y 103 % para la quinidina lo que indic6 un desempefio muy favorable para el
estudio (McCalley, 1990). Con esto se demostr6 que un pretratamiento a la muestra puede
aumentar la cantidad de alcaloides extraidos junto al metanol como el solvente con mejores

4Texto obtenido de (McCalley, 1990) traducido textualmente. Texto original: “The pre-treatment method
Haznagy followed by methanol extraction would seem an exhaustive procedure, however, alkaloid values did
not appear to be higher.”
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resultados. A su vez, se demostré que es posible analizar los alcaloides empleando el método
de HPLC. (McCalley, 1990)

5.4. 1991: BETTY MALDONI

En el ano 1991 en Argentina, Betty Maldoni publicé un articulo donde explica el procedi-
miento que se debe llevar para la extracciéon de alcaloides junto a varias pruebas cualitativas
para qué, en el futuro, los investigadores pudieran realizar extracciones empleando equipo
de laboratorio. El método propuesto por Maldoni consiste en una serie de tratamientos a la
materia prima junto a diferentes anélisis para determinar la eficiencia del proceso. (Maldoni,
1991)

La metodologia empieza secando el material vegetal a una temperatura menor a 50°C
al vacio para luego ser pulverizada y secada otra vez para eliminar la mayor cantidad de
agua y humedad de la planta. Luego se colocaron 100 g del polvo junto a 500 mL de éter
de petréleo en un sistema soxhlet, el cuél fue calentado entre 60 — 80°C por 8 horas. Con
el fin de eliminar carotenoides y lipidos de la planta. El resultante se dejo secar al vacio
hasta obtener 100 mL finales. Se tomdé una alicuota de 20 mL y fue guardada para pruebas,
mientras que los 80 mL restantes fueron colocaros en un nuevo sistema soxhlet junto a 500
mL de etanol y se calent6 a 50°C por 8 horas. (Maldoni, 1991)

Nuevamente, se evaporo el solvente hasta obtener un volumen final de 50 mL de muestra.
Se tomo6 una alicuota de 20 mL para pruebas de deteccion de alcaloides. Los 30 mL de
restantes de la muestra fueron tratados con 60 mL de HCI para remover los alcaloides
bésicos como sales. Se dejé reposar por la noche para que se diera una separacion de fases.
Luego se realizaron dos lavados con 5 mL de agua para eliminar material viscoso. Seguido
a los lavados, se ajusto el pH a 10 usando una solucién de hidroxido de sodio -NaOH- al
15 % dentro de un bano de hielo por la reacciéon exotérmica entre el HCl y NaOH. Luego la
solucion se trato con cloroformo para movilizar las bases a la fase organica. (Maldoni, 1991)

Para la parte organica, el solvente fue evaporado al vacio y el liquido restante guardado
para pruebas de detecciéon de alcaloides. La parte acuosa presentara al alcaloide de interés.
Para esto, se tomé una alicuota de 2 mL y se ajusté el pH entre 2-3 con HCI 2N. Luego se
agrego el reactivo de Reinecke y dejar reposar durante la noche a oscuras en un ambiente frio.
Por ultimo, la muestra presentara una sal de Reinecke la cual es soluble en acetona, seguido
de una segunda dilucién con metanol. La solucion se introdujo a una columna de intercambio
anidnica para activar el aniéon del HCI y separar el producto de los solventes organicos. La
columna fue lavada antes y después de su uso con una solucion de acetona:metanol (1:1). El
resultante de la columna consistira en el alcaloide convertido en una sal cuaternaria de la
cual, el solvente se debera evaporar para dar paso a la cristalizacion. (Maldoni, 1991)

5.5. 2002: DAVID V. McCALLEY

Para el 2002, McCalley analizé los 4 alcaloides principales de la Cinchona empleando
diferentes técnicas de separaciéon cromatogréaficas. Las més conocidas para la separaciéon
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y anélisis de muestras es la HPLC y TLC. El fin de este articulo no era presentar las
aplicaciones de los diferentes alcaloides, sino evaluar diferentes anélisis para la separacion de
estos (McCalley, 2002). Estos equipos de analisis pueden ser de utilidad para poder lograr el
aislamiento de cada uno de los isémeros y no solo ser empleados para analizar el contenido
de estos en las muestras de una investigacion. (McCalley, 2002)

5.6. 2002: MARIA de CEU de MADUREIRA, ANA PAULA
MARTINS, MILENE GOMES, JORGE PAIVA, ANTO-
NIO PROENCA da CUNHA Y VIRGILIO do ROSARIO

El interés de este compuesto y las diferentes técnicas para su extraccion dieron paso a la
investigacion y diferentes analisis fitoquimicos sobre este alcaloide y sus diferentes isémeros
para determinas las propiedades tnicas de este metabolito. En el mismo afo, se realizd
un estudio que buscaba medir la actividad antimalarica de diferentes plantas usadas en la
medicina tradicional en las islas de Santo Tomé y el Principe ubicadas en el golfo de Guinea.
En ella se compararon 13 plantas de diferentes especies, entre ellas la corteza de Cinchona
succirubra Pav./Rubiaceae.

Para estos anélisis, la materia prima fue recolectada, secada y pulverizada como primer
tratamiento para la eliminacion de agua y humedad dentro del material vegetal. Se realizo
una extraccion con etanol al 70 % y las muestras se concentraron usando un rotavapor.
La solucion resultante fue disolver en solucion de metanol:agua (1:2). De esta muestra, se
separ6 en fracciones de éter de petréleo, diclorometano y etil acetato. Las cuales fueron
concentradas en rotavapor, liofilizadas y almacenadas a -20°C, hasta analizar. (do Céu de
Madureira et al., 2002)

Nuamero Especie de planta IC%]% valf())}r; S d%l;[ me(gaA (ug{\j{nvl\})
1 Struchium sparganophorum | 180 <10 | 100 | 100 240
2 Vernonia amygdalinaa 120 170 | 235 | 500 n.d.
3 Vernonia amygdalinab 340 200 | 80 10 n.d.
4 Ageratum conyzoides 150 110 | 55 220 n.d.
5 Cinchona succirubra <10 | <10 | <10 | <10 <10
6 Aloe humilis 260 150 | 150 | 25 500
7 Tithonia diversifolia 15 <10 | <10 | 140 500
8 Cedrela odorata 190 110 | 50 n.d. n.d
9 Premna angolensis 180 250 | 250 | 250 n.d
10 Pycnanthus angolensis <5 100 | 100 | 100 n.d.

11a Morinda lucida (bark ) <10 | 50 50 100 500
11b Morinda lucida (leaves ) 10 130 | 60 500 125
12 Cestrum laevigatum 100 100 | 50 150 135
13 Canna bidentata 500 130 | 25 245 500

Cuadro 3: Actividad antimalarica de los extractos de plantas contra P. falcipaum (Dd2) in vitro.
(do Céu de Madureira et al., 2002)
CEE, extracto etanolico crudo; PE, fraccion de éter de petroleo; DM, fracciéon de diclorometano; EA,
fraccion de acetato de etilo; MW, fracciéon remanente de metanol y agua; n.d., no determinado; ICsq
(cloroquinina), 0.094 (ug/mL). (do Céu de Madureira et al., 2002)

Los resultados fueron prometedores para la especie de C. succirubra para la inhibicién
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de P. falciparum in vitro y los ensayos antimalaricos in vivo de P. berghei en ratas de
laboratorio. Por lo que se puede decir que los solventes utilizados fueron efectivos para
la extraccion del metabolito, dando resultados positivos para el estudio. Sin embargo, la
extracciéon fue muy general y no lo suficiente especifica para determinar si el producto era

quinina o una mezcla de la quinina con su estereoisémero quinidina. (do Céu de Madureira
et al., 2002)

5.7. 2008: HIMANSHU MISRA, BHUPENDRA K. MEHTA
Y DHARAM C. JAIN

Para el 2008, los métodos de extraccién ya se conocen y el nuevo interés es la optimizacion
de esos métodos para obtener mejores resultados y con mayor rapidez. Con esto en mente, un
nuevo grupo de investigadores buscaron la manera de optimizar las condiciones de extraccién
de la quinina y su determinacion tanto en la materia prima como en productos de mercado.
Para esto, se analizaron las especies C. calisaya, C. legeriana, C. officinalis y C. succirubra
por medio de la extraccion de sus materias primas, seguido de un analisis por HPTLC. La
extraccion es una metodologia simple, empezando por pulverizar muestra a 14 mesh. Luego,
se tomaron 10 g muestra y 200 mL de solvente fueron colocados en un sistema soxhlet por
10 horas. El resultante fue reconcentrado en un rotavapor. El extracto fue diluido en 100
mL de metanol para poder realizar los analisis. (Misra et al., 2008)

Para el analisis de HPTLC usaron cromatoplacas de silica gel como fase estacionara y una
solucién de acetato de etilo:dietilamina (88:12) como fase movil. Usando un densitémetro se
realizé una corrida en el espectro visible para la deteccion de la quinina, presentando el pico
con mayor absorbancia en 236 nm y presentando un Ry de 0.24. (Misra et al., 2008)
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Figura 12: Espectro UV completo de la quinina. (Misra et al., 2008)
Realizado por un densitémetro Camag TLC escaner 3 en modo reflectancia-absorbancia a
236 nm y analizado con el software Camag winCATS de cromatografia plana. (Misra et al.,
2008)

Emplearon diferentes solventes organicos para determinar si una modificacién en el sol-
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Figura 13: Cromatograma de la separacion de la quinina. (Misra et al., 2008)
Realizado por un densitémetro Camag TLC escaner 3 en modo reflectancia-absorbancia a
236 nm y analizado con el software Camag winCATS de cromatografia plana. Con un Ry

de 0.24. (Misra et al., 2008)

vente podia presentar mejores resultados. Los solventes fueron n-hexano, cloroformo, acetato
de etilo y metanol variando proporciones con 0%, 10 % y 20 % de di etilamina. En el cuadro
4, se puede ver el extracto de los resultados tabulados en la tabla 1 del articulo. En ellos se
pueden ver los resultados mas altos en la media en el contenido de quinina. (Misra et al.,

2008).

De los solventes, el metanol presento el porcentaje de recuperacién mas alto comparado
con los demés solventes orgéanicos y entre las muestras del metanol, el mejor resultado se
obtuvo al emplear la solucion de di etilamina al 20 % en metanol con la concentracion de
quinina mas alta y el %ARSD maés bajo. El uso de la di etilamina con los solventes si presento
un aumento en la concentraciéon de quinina al estar presente en un 20% en la solucion.
“Concluye que la polaridad del solvente (solvente con constantes dieléctricas mas altas) y la
base son los dos factores principales que influyen en la extraccién de quinina”® mencionan
(Misra et al., 2008). A su vez, el uso del analisis por HPTLC obtuvo resultados favorables,
sin interferencia de picos y presenta ventajas en simplicidad, selectividad y rapidez, ademéas
de brindar un enfoque mejorado para la deteccidon de la quinina tanto para muestras crudas
como para muestras comerciales. (Misra et al., 2008)

5Texto obtenido (Misra et al., 2008) traducido textualmente. Texto original: “It concludes that polarity
of solvent (solvent with higher dielectric constants) and base are the two main factors influencing extraction
of quinine.”
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Media del %

No. de muestra I.D. de % de Co.n t.enldo de quinina (peso seco), | % RSD
muestra de quinina
(+ DE)
1.800
4 20% DEA en 1.818 1.814% (& 0.012) 0.662
n-hexano
1.824
1.817
8 20% DEA en 1.837 1.825% (+ 0.011) 0.603
cloroformo
1.820
2.063
12 20% DEA en 2.050 2.036 (£ 0.037) 1.817
acetato de etilo
1.994
2.193
16 20% DEA en 2.206 2.202% (= 0.008) 0.363
metanol 9906

Cuadro 4: Extracto de la tabla 1: Optimizacion de condiciones y solventes de extraccion. (Misra et
al., 2008)
RSD: desviacion tipica relativa; DE: desviacion estandar

5.8. 2009: ELENA CONDOR CUYUBAMBA, BRAS H. de
OLIVEIRA, KARIN LOAYZA OCHOA Y VICTOR REY-
NA PINEDO

En el 2009 se logré aislar el alcaloide de la quinina identificindola por sus espectros de
Masas, RMN'H, RMN!3C y 'H-'H COSY seguida por analisis cualitativos y TLC. Este
estudio trabajo con la especie C. pubescens ya que las méas estudiadas son C. officinalis y C.
calisaya donde sus alcaloides han sido aislados y caracterizados por HPLC principalmente
porque estas especies presentan los porcentajes mas altos en concentracién de quinina y
quinidina. Para este estudio se implementé una metodologia extensa para asegurar la total
extraccion de alcaloides (Cuyubamba et al., 2009). Esta inici6 con secar los tallos de C.
pubescens a 35°C por 20 horas en un plazo de 2 dias. Luego, estos fueron pulverizados y
tamizados en mallas de 500 pm. (Cuyubamba et al., 2009)

De este polvo se tomaron 150 g y fueron lavados con 300 mL de m-hexano 12 veces
para eliminar la parte grasosa. El solvente se eliminé dejando secar a temperatura ambiente.
Luego, se humedeci6 la muestra con solucién de amoniaco 15 N (200 mL) y se dejé en reposo
por 2 horas. Seguido a esto, se agregaron 200 mL de una solucién de cloroformo:metanol
(1:1) y se macer6 por 24 horas. La solucion resultante fue colocada en un sistema soxhlet
cuyo balon contenia una solucion de 900 mL de metanol:cloroformo:aceto de etilo (1:1:4). El
reflujo dur6é un total de 6 horas al dia por 35 dias hasta que el solvente del cuerpo central
diera negativo con la prueba de Mayer. Luego, la muestra fue concentrada en un rotavapor a
40°C a 300-400 mbar casi hasta sequedad. Luego se le realizé un tratamiento con HoSOy4 0.5
N (4x200 mL) para formar las sales de los alcaloides de interés. Para eliminar las sales libres,
la muestra fue tratada con cloroformo (2 x 350 mL). De altimo se realizo un tratamiento
alcalino con amoniaco -NHs- 7.5 N (36 mL) para ajustar el pH final a 9. Para la separacion
de alcaloides se realizo una extraccion liquido-liquido con cloroformo (35 x 100 mL) y fue
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reconcentrada en un rotavapor a 30°C hasta casi sequedad. El residuo de alcaloide fue lavado
con 100 mL de cloroformo y rotavaporeado nuevamente. Este proceso fue repetido 4 veces
para eliminar bases disueltas volatiles de NHs. (Cuyubamba et al., 2009)

El producto final fue un sélido marrén oscuro, el cual fue comprobado por TLC emplean-
do una cromatoplaca de silica gel y fase movil de cloroformo:acetona:amoniaco (10:17:1) con
revelador en UV y la quinina estuvo presente dando un valor de Ry = 0.62. Los resultados
presentan todos los espectros obtenidos junto a las caracterizaciones de la quinina, por lo
que el estudio si presenta probabilidades para futuros metodologias y promueve a proximas
validaciones a los métodos. (Cuyubamba et al., 2009)
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Figura 15: Espectro de RMN1H (400 MHz) de la quinina aislada de los tallos de Cinchona pubescens. (Cuyubamba et al., 2009)

Equipo Brucker DRX-400 (400 MHz) en cloroformo deuterado. (Cuyubamba et al., 2009)
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5.9. 2013: ANA MARIA MESA VANEGAS, ANDRES QUIN-
TO QUINTO Y SILVIO BLAIR TRUJILO

Para el 2013, la quinina sigue siendo de los medicamentos preferidos para tratar la ma-
laria a nivel mundial por la falta de resistencia que posee el parasito al sulfato de quinina
y su facilidad para ser un medicamento que puede ser de complemento de otros para los
tratamientos en un paciente. Siendo América latina y Africa las regiones con mayor inciden-
cia en muertes causadas por esta enfermedad, ha surgido un interés en el descubrimiento de
nuevos metabolitos en todas las especies de Cinchona. En América se conocen més de 40
especies e hibridos de Cinchona, donde las méas estudiadas e importantes son C. officinalis
y C. calisaya ya que estas presentan un contenido alto de alcaloides antimaléricos. (Mesa et
al., 2013)

Tomando en consideracion el parrafo anterior, un estudio en la universidad de Colombia
con el objetivo de identificar y cuantificar la quinina de los tallos de C. pubescens y medir su
actividad antiplasmodial y el efecto citotoxico. Para esto, se empleé la siguiente metodologia
para extraccién, aislamiento y analisis quimico. El procedimiento inici6é con el tratamiento
del material vegetal, el cual fue secado a temperatura ambiente por 10 dias y luego fue
molido para que el tamafno particula fuera de 5 mm. Luego se realizaron 2 procedimientos
los cuales variaron por el uso de diferentes solventes organicos. Esto para la detecciéon de
alcaloides generales en los tallos de C. pubescens. (Mesa et al., 2013)

El primero, consistié en tomar 611 g del polvo y se traté en un proceso de percolacion
hasta agotamiento 3 veces al dfa, por 5 dias usando etanol como solvente organico. El resul-
tante fue filtrado y concentrado en rotavapor para tener el primer extracto usando. Este fue
nombrado como CPExtE. Para el segundo, se trabajé con 600 g material molido se extrajo
usando 1 L de usando como solventes hexano, etil acetato, diclorometano y metanol en un
proceso de percolaciéon hasta agotamiento por 3 dias. Cada extracto fue nombrado como
CPExtG donde G representa la inicial del solvente utilizado. El extracto fue concentrado
usando un rotavapor y el solvente recuperado se agregd al extracto nuevamente. Esta parte
fue realizada 3 veces hasta cambiar el solvente. Para ambos procedimientos, se realiz6 un
monitoreo por pruebas con reactivo de Dragendorff y TLC. Para el TLC se us6é una croma-
toplaca de silica gel con fase movil de diclorometano:metanol (9:1) usando lampara UV a
254 y 366 nm. (Mesa et al., 2013)

Luego, se prepar6 solo el extracto etandlico usando 200 mL HCI al 5% para después
realizar un tratamiento alcalino con hidroxido de amonio -NH4Cl- al 5 % hasta ajustar el pH
a 9. Para separar las bases libres y extraer los alcaloides de interés se agreg6 diclorometano y
se separd la fase organica. El liquido resultante fue filtrado sobre sulfato de sodio -NasSOy4-
y concentrado en rotavapor. (Mesa et al., 2013)

Para la identificacion de los alcaloides, se realizaron empleando un cromatografo liquido
de alta resolucion con detector de diodos -HPLC-DAD- y un cromatografo liquido de alta
resolucién con detector de diodos y masas .HPLC-DAD-MS-. Se realiz6 una curva de cali-
bracién de sulfato de quinina y los extractos concentrados a 3000 ppm, disueltos en buffer
fosfato:acetonitrilo (95:5), filtrados e inyectados por triplicado y en una longitud de onda de
222 nm. Para la purificacién de los alcaloides, se trabajé en una columna flash usando silica
gel de fase estacionaria y como fase movil se uno una mezcla de hexano:etil acetato y etil
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acetato:metanol. Y como tltimo analisis, se empled un espectrometro infrarrojo y resonancia
magnética nuclear con detecciéon de hidrogeno -RMN-1H- con cloroformo deuterado como
solvente. (Mesa et al., 2013)

Los resultados mostraron preferencia al solvente etandlico con un rendimiento de 1.49 %,
seguido del metanolico con 1.32%. Se procedié a estandarizar la identificacion y cuantifi-
cacién de la quinina para los extractos, dando mejores resultados variando el tiempo de
retencién de la quinina para cada solvente, pero todos los resultados presentaron una buena
linealidad determinada por sus valores del R? préximos a 1. A pesar de esto, la concen-
tracién total de quinina se vio afectada por el solvente utilizado teniendo preferencia por
los solventes polares, siendo el hexano quien present6 la menor concentracién de quinina en
comparacion del etanol y metanol. El estudio concluye la posibilidad y eficiencia de emplear
estas técnicas para la deteccion de quinina y otros metabolitos con capacidad de emplearse
para otras especies de la Cinchona y promueven al estudio de otros metabolitos para el
analisis de su actividad antimaléarica. (Mesa et al., 2013)

Extracto % Qe Copc.entracién de Icg? :(tlugl/)lilm CC;(() :(lz’ug{)mL) [SH***
rendimiento | quinina presente
Cepa de )
en cada extracto P. falcimarum Linea celular
(IQ ppm| + SD) NF_54%% HepG2
CPExtH 0.13 0.640 £+ 0.00127 7.16 £ 0.214 37.1 + 4.33 5.18
CPExtD 0.51 1.58 £+ 0.0323 4.79 + 0.651 39.1 + 7.91 7.45
CPExtA 1.08 2.11 £+ 0.0766 16.10 + 0.716 107 + 6.79 5.05
CPExtM 1.32 2.21 £ 0.0485 8.54 4+ 0.742 167 + 4.45 18.43
CPExtE 1.49 NE 7.50 £ 1.160 100 £+ 14.7 12.04
CPExtAT 0.044 21.3 £ 0.0247 2.20 4+ 0.033 80.2 + 12.2 36.48
Acido
oxoquindvico NE — 11.3 £+ 0.741 72.4 + 3.85 6.43
(CP1)

Cuadro 5: Contenido de quinina en los extractos y su actividad antiplasmodial y citotoxica. (Mesa
et al., 2013)

* X (Media) + SD (Desviacion estandar); **Control positivo Cloroquina IC50 = 23.9 £+ 2.78
nM; ***Este valor se obtuvo de la relaciéon del promedio de CC50 en la linea celular HEPG2
y el promedio de IC50 en la cepa NF-54 de P. falciparum (IS) = CCs0 (pg/mL) / IC50
(ng/mL); Clasificacion de la actividad antiplasmodial: atentamente activo < 5 pg/mL, Cla-
sificacion de la actividad citotézica: altamente toxico < 10 pg/mL, citotoxico 10-40 pug/mL,
moderadamente citotoxicos 41-100 pg/mL y no citotoxicos > 100 pg/mL; NE: No Evaluado;
ND: No Determinado. (Mesa et al., 2013)
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Figura 18: Perfil cromatogréfico del extracto de hexano con un tiempo de retencion para la quinina
de tr 8.863 min. (Mesa et al., 2013)

5.10. 2017: ELSE HOLMFRED, CLAUS CORNETT, CARLA
MALDONADO, NINA RONSTED Y STEEN HONO-
RE HANSEN

Ahora las metodologias buscan proponer extracciones novedosas, cuyos agregados o mo-
dificaciones a extracciones anteriores propongan un beneficio al mejorar los resultados, dis-
minuir el tiempo del anélisis o similar. Para el 2017, Holmfred y compania propusieron una
metodologia optimizada para la separacion y deteccion de alcaloides en Cinchona usando
HPLC acoplado con detector de UV y fluorescencia. (Holmfred et al., 2017)

La metodologia empieza pulverizando y tamizando a 180 pm la muestra. Se tomaron 50
mg de muestra en un matraz junto a 1 mL de dimetil sulféxido -DMSO- en bafio ultrasénico
por 10 minutos. Se agregaron 4 mL de una solucion acuosa al de 70 % de metanol conteniendo
0.1% de acido féormico y fue sonicado por 10 minutos. Luego la muestra fue centrifugada
por 10 minutos a 5000 rpm. Se toma la parte acuosa y se trasvasa a balén de 50 mL 2 veces.
En el balon se agrega una solucion de acido formico al 0.1 % en agua. Para la deteccion se
emplea un HPLC usando una fase invertida empleando acetonitrilo y metanol. Ademas de
3 diferentes buffers sin solventes orgéanicos. (Holmfred et al., 2017)
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Los resultados presentaron que los factores de retencién k para todas las muestras, au-
mentaron mientras el metanol aumento en concentracién y el acetonitrilo disminuyé. La
preferencia de la quinina al metanol evidencia a este como un solvente muy util para la
extraccién y eso en los analisis para la deteccién de quinina. A su vez, los buffers pudieron
influir a los factores de retencion ya que mientras mas bajo el pH, el factor de retencion seria
menor a pesar de que la muestra es afin al metanol. Si se toman en consideraciéon a los otros
alcaloides importantes de la Cinchona, el método parece lograr sepéaralos a medida que el
metanol aumenta. Sin embargo, a un pH bajo, parece ser que la separacion de estos alcaloi-
des no es visible ya que presenta valores muy cercanos (Holmfred et al., 2017). Esto puede
ser causado por la protonacion del grupo amino cuaternario a valores de pH bajos. Este es
un método que permite detectar y cuantificar a los principales alcaloides en la corteza de
la Cinchona, pero, no parecer ser muy adecuado para trabajarlo a niveles industriales. Se
puede recomendar para el anéalisis de la corteza como materia prima o al final de la cosecha
para detectar si hay o no alcaloides. (Holmfred et al., 2017)

:._.IL_LIL_ :
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Figura 19: Cromatograma de la corteza de Cinchona. (Holmfred et al., 2017)
Deteccion: (A) UV a 330 nm; (B) Fluorescencia con excitacion a 330 nm y emision a 420
nm. Picos: 1 cinchonina, 2 cinchonidina, 3 quinidina, 4 quinina. (Holmfred et al., 2017)
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CAPITULO O

PROPUESTA PARA LA EXTRACCION DEL ALCALOIDE QUININA A
PARTIR DE LA MUESTRA DE CORTEZA

6.1. EXTRACCION DE ALCALOIDES POR METODO TRA-
DICIONAL USANDO ACEITE DE KEROSENO

Secar la muestra. Pulverizar la corteza de Cinchona a mesh 60. Se trabajara tiinicamente
con la variedad de Clinchona legeriana. Moretear 25.00 g de la corteza previamente pulveriza-
da con 2.00 g de hidroxido de sodio -NaOH- hasta formar una pasta oscura. Posteriormente
agregar 125 mL de agua y dejar reposar por al menos 24 h. Agregar aceite de keroseno a una
proporciéon de 6 partes de aceite a 5 del aceite (150 mL de keroseno). Colocar en sistema
soxhlet y calentar por 24 horas. (Nair, 2010; Sullivan, 2012)

Figura 20: Diagrama del sistema soxhlet (Pavia et al., 2011)
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6.2. PURIFICACION POR RECRISTALIZACION

Realizar 3 extracciones liquido-liquido del aceite, utilizando 250 mL HoSO4 6N en cada
una. La fase orgénica seré guardada en frio y oscuridad hasta el dia de las pruebas, mientras
que se seguira trabajando el resto del procedimiento en la fase acuosa. Realizar un trata-
miento alcalino con una solucién de NaOH concentrado para ajustar el pH 5.5. Esperar a
que aparezcan cristales de tonos grisédceos en la solucion. Deberian formarse en la superficie
y filtrar. Estos son sulfato de quinina. («Manufacture of Quinine in Indiay, 1890; Nair, 2010;
Sullivan, 2012)

Para purificar la muestra se debe agregar 1 g de carbén activado caliente por cada litro
de solucién. Hervir, mezclar vigorosamente y filtrar en caliente. Luego, dejar enfriar y volver
a filtrar. Finalmente se recristaliza con agua caliente, con un bafio de hielo y una varilla de
agitacion. (Nair, 2010; Sullivan, 2012)

6.2.1. PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA LA QUININA

Pruebas cualitativas

Tomar muestras de la extraccién en todas las etapas de la extraccién. Emplear las pruebas
de Mayer, Dragendorff y Mayer para determinar la presencia de alcaloides a lo largo de todo
el procedimiento de la extraccion.

Analisis analitico

Realizar una prueba por fluorescencia preparando 10 soluciones estdndar de sulfato de
quinina de concentraciones desde 0.05 hasta 1000 ppm y preparando soluciones de extracto
de quinina en HySO4 0.05 M. Correr blanco de HySO4 0.05 M y obtener una curva de
calibracion tomando como longitud de onda de referencia la de emisién maxima. Correr
las soluciones de las muestras de extraidas y determinar su concentraciéon en funcién de la
intensidad de emision. (Zieschang et al., 2015)

Realizar una prueba por HPTLC preparando una cromatoplaca de silica gel y aplicar 10
uLl del estandar las muestras, una muestra de la fase mévil y de los solventes utilizados en
la extraccién. Secar para eliminar excesos y fija las aplicaciones a la cromatoplaca. La fase
movil serda una mezcla de cloroformo y dietilamina con proporciones 90:10 respectivamente.
Sumergir la placa en la fase movil y se esperar a que la fase maévil alcance el frente del
solvente. Secar la placa y se haran lecturas a diferentes longitudes de onda entre 254 y 365
nm para determinar el Ry. Puede usarse HoSO4 o Yodo re sublimado como derivatizantes y
revelar las bandas. (Wagner Bladt, 2001)
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6.3.

Preparacion
de muestra

Secar y tamizar a
mesh 60

Morterear con
NaOH y agua

Reposo 24 horas

:

DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO PRO-
PUESTO

Instalacion sistema
Soxhlet

Re-
cristalizacion

vV
Solvente = aceite de
keroseno Reflujo por 24 Tratamiento

; Z|h d 1
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V
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6N x3 oscuro con NaOH

v
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W
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*Dragendorff
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*HPTLC
s[luorescencia

Figura 21: Diagrama de flujo del procedimiento propuesto

43






CAPITULO [

CONCLUSIONES

1. El alcaloide quinina es uno de los alcaloides con estudios cientificos con 200 afios de
antigiiedad por su relevancia en el ambito de la medicina e industria. Esto demuestra
que la metodologia para la extraccion de la quinina todavia no ha sido perfeccionada
y se siguen buscando nuevas alternativas que prometan mejores resultados.

2. todos los estudios se puede ver que el solvente orgénico que presenta mejor afinidad
por la quinina es el etanol y metanol. Sin embargo, segtin el estudio de Misra etl al. del
2008 demostrd que el uso de una soluciéon de metanol con dietilamina present6é mejores
resultados a comparacién de usar el solvente orgénico por si mismo.
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CAPITULO 8

RECOMENDACIONES

1. Para comparar la efectividad del procedimiento propuesto, se recomienda realizar la
metodologia de Misra, et. al. del afno 2008 ya que posee un sistema soxhlet y la prepa-
racion del material vegetal es factible, facil y mas parecido a la metodologia de Watt
del ano 1890. También se recomienda tomar como metodologia de control la propuesta
por Holmfred en 2017 ya que el uso del bano ultrasénico puede mejorar la extraccion
y separacion de los alcaloides del material vegetal.

2. Varios de los estudios buscan y alientan a otros a proponer y validar una metodologia de
analisis para la cuantificacién de la quinina. En este caso, si la metodologia propuesta
presenta resultados positivos, se recomienda realizar una validacién de la metodologia
apoyandose del anélisis TLC y fluorescencia.

3. Para el desarrollo de la industria guatemalteca, se recomienda realizar la extraccion y
luego hacer un analisis para determinar la viabilidad de esta metodologia y su aplica-
cién a una escala industrial.
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