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RESUMEN

Se realiz6 un andlisis quimico, y se determiné el contenido
de alcaloides por medio de cromatografia en capa delgada y
titulacién colorimétrica del extracto alcohdlico de cinco plan-
tas del género Erythroxylum, de los cuales la cocaina y
cinamilcocaina fueron aisladas e identificadas por métodos
espectroscopicos.

SUMMARY

In the present investigation chemical analysis was carried
out for 5 plants of the genus Erythroxylum. Some alcaloids
were identified using thin layer chromatography. Cocaine and
cinnamyl cocaine were isolated and identified using
spectroscopic methods.

INTRODUCCION

Los estudios fitoquimicos efectuados en diversas especies
del género Erythroxylum dan como resultado la presencia de
una serie de alcaloides como: cocafna, cinamiicocaina, - y B-
truxilina, tropacocaina, benzoil ecgonina, y B-higrina,
cuscohigrina (1,2) y otras sustancias como los 4cidos, B, y -
truxilico y los ésteres del 4cido L-norecgonina, mono-, sesqui-
, di- y triterpenos (3,4,5), taninos (1,2,6), azdcares (1,7),
aceites esenciales (8), minerales (6,9), vitaminas (8,9), 4cidos
grasos, ceras y derivados del fenilpropano (2).
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiales y métodos

Espectros IR: Fueron registrados en pelicula, usando un
espectrofotémetro de infrarrojo Perkin Elmer Modelo 467.

Espectrosde masas: Fueron registradosen unespectrémetro
de alta resolucién Jeal IMS-01SG-2, con un sistema de inyec-
cién directa.

Espectros RMN-'H: Se determinaron en un espectrémetro
Perkin Elmer Modelo R12A a 60 MHz en Cloroformo
deuterado.

Materia vegetal

El material objeto de este estudio se recolectd en cercanfas
de San José de Guaviare y en la Sierra Nevada de Santa Marta
y fue determinada por el Doctor Jesis M. Hidrobo, en el
Instituto de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de
Colombia como: Erythroxylum amazdnicum, E.
novogranatense var. novogranatense, E. Coca var. coca
“Pajarita”, E. coca var. ipadd “Amarga” y E. coca var. coca
“Peruana”.

Una parte de las hojas frescas de cada planta fue conserva-
da en una solucién de formol al 10% en etanol al 50% con el
fin derealizar posteriormente su examen histolégico, mientras
que el resto del material vegetal fue secado a temperatura de
50°C en una estufa de aire circulante. Luego fue molido y
almacenado enrecipientes adecuados para su posterior utiliza-
cioén en el estudio fitoquimico. Se tuvieron las precauciones
necesarias para evitar la mezcla de las muestras.

ESTUDIO FITOQUIMICO
Analisis preliminar

50 gramos del material vegetal pulverizado de cada mues-
tra fueron sometidos a un estudio preliminar por el método
descrito en las notas de andlisis fitoquimico (10).
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Determinaciéon cuantitativa de alcaloides totales

10 gramos de cada muestra de material vegetal pulverizado
se humedecieron con una mezcla de 8 ml. de NH ,0H, 10 ml.
de etanol y 20 ml. de éter etilico y se dejé en maceracién
durante 24 horas. Luego se procedi6 a extraer con éter etilico
en un Soxhlet hasta prueba negativa para alcaloides efectuada
con el reactivo de Dragendorff. Se transfiri6 el extracto etéreo
a un embudo de separacién y se extrajeron los alcaloides con
varios volimenes de 20 ml. de H,SO, 0.5N hasta prueba
negativa para alcaloides. Los extractos dcidos fueronreunidos
y filtrados con el fin de eliminar clorofilas y residuos no
alcaloidales insolubles en 4cido. Luego se lavaron con 10 ml.
de éter para quitar el resto de las clorofilas y otras sustancias
de naturaleza no alcaloidal. Lasolucién 4cidase alcalinizé con
NH,OH al 25% hastapH:11 y se extrajo con varios voliimenes
de 20 ml. de cloroformo hasta prueba negativa para alcaloides.
Los extractos cloroférmicos reunidos se lavaron con 2 vold-
menes de 20 ml. de agua, el cloroformo se evaporé al vacio y
el residuo se transfirié6 empleando pequefios volimenes de
HZSO , 0.02N, ~viamente valorado, a un bal6n aforado de 25
ml. Y se comp...v a volumen; alicuotas de 5 ml. fueron
tituladas por retrovaloracién con una solucién de NaOH 0.02N
previamente estandarizada en presencia de rojo de metilo
como indicador. El viraje de rojo a amarillo indica el punto
final de la valoracién. Del volumen de NaOH gastado en la
retrovaloracién se deduce el contenido de alcaloides totales
presentes en las hojas de cada muestra analizada equivalente
a cocaina base por medio de la siguiente ecuacién:

(N 4cido XV 4cido) - (N base x V base) x Fx 25 X 100
A=

Px5

A = % de alcaloides totales expresados como cocaina

N acido = Normalidad del dcido-sulfiirico

V.4cido = Volumen en ml. de H,SO,

N base = Normalidad de NaOH

V base= Volumen en ml. de NaOH consumido

F = Factor de conversién 303.35 mg./miliequivalente de
cocaina

P = Peso del Material vegetal seco en mg.

El andlisis fue realizado por duplicado y los resultados en
cada caso son el promedio de las dos valoraciones.

DETECCION Y AISLAMIENTO DE ALGUNOS ALCALOI-
DES POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

Deteccién de cocaina y tropacocaina

Siguiendo el método de extraccién y purificacién de los
alcaloides totales anteriormente mencionados, se tomaron 10
gm. de cadamuestray se sometieron a extraccion. El contenido

de los dos alcaloides en cada capa cloroférmica (forma de
base)seanalizé por cromatografia en capadelgadaenssilica gel
G60 de 0.25 mm. de espesor, contra muestras de los patrones
de cocaina y tropococaina (tnicos disponibles). Las
cromatografias se desarrollaron en ciclohexano: dietilamina
(10:1, 5 recorridos) que mostré la mejor separacién de
alcaloides. Los solventes fueron evaporados totalmente de las
placas, y fueron reveladas con el reactivo de Dragendorff
modificado. Los valores de Rf de las manchas se compararon
con las de los patrones, ademds se observé el cambio de color
de las mismas con el tiempo.

Aislamiento de cocaina y cinamilcocai na

Debido a que se observé en todas las muestras estudiadas
excepto en las hojas de E. amazonicum la aparicion de dos
manchas intensas con mayores Rf (0.78, 0.70) en el sistema
ciclohexano:dietilamina(10:1,4recorridos),la sustanciamenos
polar de ellas con Rf 0.78 y un color anaranjado con el reactivo
de Dragendorff es idéntica al patrén de cocaina. Para la
identificacién de ambos compuestos se decidié obtenerlos en
forma pura por medio de cromatografia en capa delgada
preparativa e identificarlos plenamente por métodos
espectroscopicos, siguiendo el método de extraccién y purifi-
cacién empleado en la determinacién de los alcaloides totales.

El residuo de la capa cloroférmica se aplicé en placas’de
silica gel G254 de 0.5 mm. de espesor. Los cromatogramas se
desarrollaron en ciclohexano:dietilamina (10:1, 5 recorridos).
Se evaporaron los solventes y los cromatogramas se observa-
ron al UV para detectar la aparicién de bandas de alcaloides
separados,. Se marcaron las dos bandas que presentaron mayor
intensidad en la cromatografia en capa delgada, las dos bandas
se rasparon por aparte de una forma cuidadosa y se realizaron
variasextraccionesconcloroformo, se filtré y evaporé al vacio
el solvente. El residuo obtenido de cada banda fue analizado
contra patrones de cocaina y tropacocaina por cromatografia
en capa delgada en silica gel G60 de 0.25 mm. de espesor,
desarrollando los cromatogramas en ciclohexano:dietilamina
(10:1, Srecorridos) y revelando con el reactivode Dragendorff
modificado.

Identificacion de cocaina

Rf 0.78, ciclohexano:dietilamina (10:1, 5 recorridos).

Espectro IR Omax. (pelicula): 3090, 3075, 3030 (C-H,
estiramiento aromdtico), 1618, 1595, 1497, 1482 (C=C,
estiramiento aromdtico), 778, 715 (C-H, deformaciones de
anillo aromdtico monosustituido), 1750, 1232 (grupo carbonillo
de -COOCH,), 1720, 1280 (grupo carbonilo de OCO-CH,)
cm.
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Espectro EM, m/z (Int. relativa %): M*, 15.7), 288 (M*-
CH,, 3.3), 272 (M*-OCH,, 6.2), 182 (M*-OCO-CH,, 55.1),
168 (13.2), 122 (33.2), 105 (47.8), 82 (100.0).

Identificacion de cinamilcocaina

Rf 0.70 ciclohexano:dietilamina (10:1, 5 recorridos).

EspectroIR Ymax. (pelicula): 3105,3095,3080,3030(C-
H, estiramiento aromadtico y alqueno), 1755 (grupo carbonilo
-COOCHS), 1715 (grupo carbonilo de -OCO-CH=CH-C6H5),
1640 (C=C estiramiento) 1605, 1580, 1495, 1475 (C=C
estiramiento aromatico), 770 (-CH=CH-cis, deformacién) cm™.

Espectfo RMN"H(CDCL,, 60MHz): 7.83(1H,d,j=7Hz),
7.56 (1H,d, j=7Hz), 7.35(s), 3.82 (s), 3.80(t), 2.30 (s), 1,35 (s).

Espectro EM, m/z (Int. relativa %): 329 (M*, 3.5), 314 (M*-
CH,, 1.3),298 (M*-OCH,, 3.4), 238 (M*-C;H-CH,,9.7), 182
(M*-OCO-CH=CH-C H,,57.6), 168 (11.4), 147 (6.3), 131
(25.5), 96 (52.8), 94 (24.0), 83 ( 62.2), 82 (100.0).

RESULTADOS YDISCUSION
E sTupI10 FITOQUIMICO
Analisis preliminar

Los resultados del andlisis quimico preliminar demostra-
ron la presencia de alcoloides en todas las hojas estudiadas a
excepcién del E. amazonicum. Ademds se encontr6 en todas
las hojas taninos, compuestos terpénicos y esteroles. Los
flavonoides mostraron su presencia en todas excepto E. coca
var. coca, “pajarita”. En E. coca var. ipadii y E. coca var. coca
peruana se detectaron sesquiterpenlactonas.

Analisis cuantitativo y deteccion de alcaloides

Ladeterminacién cuantitativa de los alcaloides tota-
les calculados como cocaina fue realizada siguiendo al
procedimiento descrito en la parte experimental. De
acuerdo con los resultados obtenidos E. novogranatense
var. novogranatense contiene el mds alto porcentaje
(1.60%) seguido por E. coca var. coca “pajarita”
(0.70%), E. coca var. ipadii (0.59%) y E. coca var. coca
peruana (0.54%). En E. amazonicum no se encontrarén
alcaloides. Los resultados del presente trabajo estdn de
acuerdo y/o se encuentran dentro del limite reportado
para el contenido de los alcaloides en estas plantas (6,
11,12y 13).

Al comparar cromatograficamente los extractos con los
patronos cocaina y tropococaina en el sistema
ciclohexano:deitilamina (10:1, 5 recorridos) y revelando con

dragendorff modificado, se observé lapresencia de cocaina Rf
0.78 y cinamilcocaina Rf 0.70, que fueron aislados e identifi-
cados posteriormente, ambas las 1inicos que se encuentran en
un alto porcentaje en todas las plantas estudiadas, excepto E.
amazonicum. Adem4s se detectd la presencia de tropacocaina
Rf 0.74, en las mismas plantas, en un minimo porcentaje.

Aislamiento e identificacion de alcaloides

Con el fin de identificar plenamente los dos alcaloides que
se presentan en mayor porcentaje, se procedié a aislarlos
empleando cromatografia en capa delgada preparativa en
ciclohexano: dietilamina (10:1, 5 recorridos) y observando a
la luz ultravioleta para detectar las bandas. La pureza de los
alcaloides aislados se confirmé por cromatografia en capa
delgada utilizando al mismo sistema de disolvente menciona-
do anteriormente.

Identificacién de cocaina

El primer alcaloide aislado tiene un Rf y color idénticos a
los de la cocaina. El espectro de infrarrojo muestra bandas a
3090,3075y 3030 cm! para C-H estiramiento aromdtico y dos
bandas a 778 y 715 cm’ para un anillo aromdtico
monosustituido. Ademds muestra bandas a 1750 y 1232 cm’!
para un grupo carbonilo de un ester alifdtico (-CO0CH,) y a
1720 y 1200 cm™ para otro grupo carbonilo de un ester
aromadtico (-COOC H,). El espectro de masas muestra el pico
de M*am/z 303 para C H, O Ny otros picos significativos a

177721

m/z 288 (M*-OCH,), 182 (M*-COOC H,), 168, 105 y 82.

Con base en los anteriores datos y en que los espectros de
IR y EM son idénticos a los espectros tomados a una muestra
patrén de cocaina y con los datos espectroscdpicos reportados
para una muestra auténtica (14), el alcaloide aislado se iden-
tific6 como cocaina encontrando que se presenta como uno de
los dos alcaloides de mayor concentracién en las hojas exami-
nadasde E. novogranatense var. novogranatense, E. coca var.
coca “pajarita”, E. coca var. ipadiiy E. coca var. cocaperuana.

Identificacion de cinamilcocaina

El segundo compuesto aislado por cromatografia en capa
delgada preparativa tiene un Rf de 0.70 (ciclo-
hexano:dietilamina, 10:1, 4 recorridos) siendo mds polar que
lacocaina (Rf0.78)y tropococaina (Rf 0.74). El compuestoda
pruebapositivaparaalcaloides con el reactivo de Dragendorff.
El espectro de masas de alta resolucién presentael pico del i6n
molecular a m/z 329 que sugiere una férmula quimica de
C19H23O N, indicando que el compuestose tratade un alcaloide
con unicamente un dtomo de nitrégeno. El espectro de IR
muestra bandas a 3105, 3095, 3080 y 3030 cm™ para C-H
estiramiento aromdtico y bandas a 1605, 1580, 1495 y 1475
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cm! para C=C estiramiento aromadtico, lo cual se confirma con
una sefial singlete a 7.35 para protones aromdticos en el
espectrode RMN-H yenelpicoam/z238y 131 enel espectro
de masas. El espectro IR muestraunas bandasa 1640y 770 cm
! para -CH=CH-cis que se confirma por dos sefiales doblete a
7.83 y 7.56 ppm para dos protones con una constante de
acoplamiento de 7Hz en el espectrode RMN y por los picos de
m/z 182, 168 y 131 en el espectro de masas, indicando que el
alcaloide es un ester del 4cidocindmico. Estopuede confirmar-
se por la presencia de una banda en el espectro de IR a 1715
cm’! para un grupo carbonilo de un ester aromatico (OCO-
CH=CH-C/H,) y el pico de m/z 131 en el espectro de masas.
Ademds, el espectro de IR muestra una bandaa 1755 cm™! para
otro grupo carbonilo de un ester alifatico (-COOCH,) que
puede confirmarse por los picos am/z298 y 108 en el espectro
de masas y una sefial singlete a 3.82 para 3 protones de un
grupo metoxi. También el espectro de masas muestra un pico
a m/z 314 por pérdida de un grupo metilo, un pico a m/z 298
por la pérdida de -OCH, y un pico a m/z 238 por la pérdida de
CGHS-CHZ. Con base en lo anterior, el alcaloide se identific
como cinamilcocaina. El espectro de masas estd de acuerdo
con lo reportado para una muestra patrén de cinamilcocaina
(14). La cromatografia en capa delgada muestra que la cocai-
na, junto con la cinamilcocaina, son los dos alcaloides que se
encuentran en un alto porcentaje en las hojas estudiadas de E.
novogranatense var. novogranatense, E. coca var. coca
“pajarita”, E. coca var. ipadii y E. coca var. coca peruana.
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