INVESTIGACION FPRELIMINAR DEL LAPACOL EN
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INTRODUCCION.

En los ltimos 14 afios la bisqueda de drogas anticancerige-
nas ha adquirido una gran importancia, utilizando como fuen
te natural las plantas y segn publicaciones ha sido conside-
rablemente exitosa.

Cerca de 1. 200 especies de plantas de las que se han prepa-
rado extractos crudos, han sido activas en la inhibicidn del
crecimiento cancerigeno en animales de Laboratorio y un
gran namero de ellas prometen ser drogas potencialmente
itiles en el futuro.

Tal como lo exponen los botidnicos Perdue y Hartwell (7). en
una publicacidn; '""Varias quinonas han demostrado su activi-
dad contra el cincer. La mas notable de ellas es el LAPA-
CCL, actualmente en proceso clinico. EIl Lapacol fué aisla-
do en pequefia cantidad como un constituyente activo de unas
raices de la India (Stereospermun Suaveolens DC); pero re-
visando la bibliografia se encontrb que la mejor fuente, por

contenerlo en gran abundancia,es la madera del Lapacho (Ta
bebuia) de la América Tropical (América Central y del Sur).

En el Brasil, se prepara una infusidn (tipo té) de la Tabebuia
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y es ampliamente utilizada por médicos y en medici-
na popular para el tratamiento del cancer. Como un
caso raro, se ha comprobado en animales de experi-
mentacidén, que el compuesto es mas activo cuando
se"administra por via oral que por via intraperitone-
al.

"Cantidades de Lapacol pueden encontrarse en un
gran namero de bignonidceas (Tecoma, Tabebuia,Pa
ratecoma); también se ha aislado de una Avicennia
cultivada (de las berbenaceas), Arparte de esto, su
presencia en otras plantas es incierta, Pueden exis-
tir otras naftoquinonas en la- ;lantas, pero no se pre
sentan como so6lidos visibles, aunque pueden colo-
rear los tejidos. EIl Lapzcol es or tanto Gnico en
este caso. (Anatomy of the Y cnocothyledons, Oxford
1950 ",

""E1 Lapacol fué obtenido por Arnzudon (1), de la ma-
dera del 4rbol Lapaco (Sur América), por Stein de
la madera corazdn verde y zor CTreene y Hooker de
la madera Bethaberra (Africa)",

Como en Colombia se vende polularmente en drogue-
rias la corteza de palo de arco (3ignonidcea) en tro-
zos O en polvo; resolvimos inicizr un estudio analifti-
co comparativo en tres muestras diferentes con el
fin de establecer cuil 6 cuales contenian un princi-
pio colorante quindnico (el L apacol), sustancia quimi
ca ya sintetizada y a la cusl segln la bibliografia se
le atribuyen propiedades anticancerigenas comproba-
das clinicamente.

El objeto de nuestro estudio es el de establecer un mé
todo de extraccidén adecuado ~ara el Lapacol (coloran_
tes quindnicos), lograr una —urificacién por diversos
tratamientos con solventes y por cromatografia; y u-
na vez obtenido el principio en forma pura, identifi-
carlo por Espectrofotometria (ultravioleta, infrarro-



jo etc.) y por sus propiedades fisicas,

Los métodos aplicados en nuestro estudio, pueden dar una
base para trabajos posteriores sobre colorantes naturales
con estructuras similares. Igualmente, se determind cuan
titativamente el contenido de L aracol en las cortezas.

En el caso de nuestra investigacidn nos fué imposible con-
seguir el material botanico adecuado para la clasificacidn
de las plantas, ya que inclusive una de las muestras fué
entregada en polvo, PFara obviar en parte esta dificultad,
se llevaron al Herbario del Instituto de Ciencias Naturales
muestras de las tres cortezas, con el fin de que en estu-
dios posteriores sobre las mismas especies se pueda com-
‘lementar el estudio taxondémico. Por otra parte, es bien
conocido que de acuerdo a la Quimio-taxonomia vegetal se
~ueden clasificar las plantac (a1l menos la familia), por las
caracteristicas moleculares de sus constituyentes quimicos;
y débido a que una gran cantidad de especies de plantas han
sido extinguidas, se siguen projoniendo ''sistemas natura-
'es'" fundados en relaciones renles con las que se puedan e-
fectuar clasificaciones por un sistema verdaderamente ""Fi-
logenético'',

"4z atun, debido a los métodos 2naliticos modernos, los
compuestos pueden aislarse en forma pura y analizarse es-
tructuralmente por las técnicos cromatografica, espectro-
fotom étrica etc.

MATERIAL Y METODOS

Descripeidn, -

Sinbénimos del Lapacol: Tecomin=, Acido Taignico, 2 hidro-
xi-3 ( 3-metil-2 butenil )-1,4 naftoquinona.
E‘érmula: C15H14O3. P. M., 242, 26



Caracteristicas de las Muestras Investigadas:

Procedencia:

Muestra A . - Procedente del Amazonas (Leticia).

Muestra B. - Frocedente del Amazonas.

Muestra C. - Existente en el archivo de Drogas cru-
das del Laboratorio de Farmacognocia
en el Departamento de Farmacia.Facul
tadd de Ciencias. Universidad Nacional.

Aspecto de las Cortezas:

Muestra A. - Trozos gruesos cubiertos por una delga
da capa de color méas oscuro. EI color

de la corteza es pardo rojizo.

Muestra B. - Fué entregada ya molida en forma de
polvo grueso; de color pardo-rojizo.

Muestra C. - Laminas muy delgadas pegadas unas
con otras; de color rojo-ladrillo.

I.- Extraccién del Lapacol.



Al consultar la bibliografia, no se encuentran muchos mé-
todos de extraccidn; se resolvid comprobarlos todos para

observar cuidl daba mejores resultados, al tiempo que pue-
da ser de alguna utilidad en posteriores trabajos para la ex
traccidn de colorantes naturales. B

Método 1, - '"De acuerdo a Faternd; (1) la materia coloran-
te se extrae de la madera por medio de una solucidén de car
bonato de sodio, el producto es precipitado del extracto con
adcido clorhidrico y luego purificado por extraccidn con una
solucidén de hidréxido de bario y reprecipitacién con 4cido.
El producto se obtiene ficilmente en estado puro por crista-
lizacidén con benceno'.

Se ensayd el método citado, con las tres cortezas.

Al tratar el polvo de las cortezas con solucidn saturada de
Na,CO3 las muestras A y B dieron soluciones de color rojo
intenso y fué necesario efectuar 8 tratamientos con la solu-
cidn alcalina para agotar completamente el material. Con
la muestra C se obtuvo sdlo una solucién de color naranja.
Al agregar HCIl concentrado, las soluciones procedentes de
A y B dan masas resinosas de color pardo-amarillento; des
pués de tratar estos precipitados con Ba(OH), (solucién sa-
turada) se obtienen soluciones de color rojo vino tinto.

En la cristalizacidon final con benceno, sblo se obtienen unos
pocos cristales de color blanco rosaceo, que no responden
a las pruebas para el Lapacol; no dan ninguna coloracidn
con soluciones alcalinas.

Se concluye que el colorante es poco soluble en benceno.

Método 2.- Extraccidén con alcohol en caliente, (2). "Tomar
50 g. de la madera molida y extr : con alcohol de 85%, con
centrar hasta cerca de 100 ml. los filtrados combinados. En
friar, lavar los cristales con alcohol frio y evaporar el fil-
trado hasta consistencia de pasta, extraer luego con solu-

cidn amoniacal (20%) hervir y filtrar para separar el residuo



resinoso. Acidificar con HC1 concentrado el filtrado
amoniacal, extraer de nuevo con alcohol y evaporar
el solvente.

Para las muestras A y B, por este método de extrac
cidn se obtienen muy buenos resultados; pero se pre
senta el inconveniente que las resinas son bastante
dificiles de eliminar y los cristales del colorante que
dan cubiertos por una delgada pelicula de color pardo
negruzco brillante. Por éste motivo, fué necesario
hacer algunas adiciones a las condiciones de extrac-
cidén, con el fin de purificar el colorante.

Se efectud un ensayo teniendo en cuenta que las resi-
nas son solubles en alcohol pero con el agua precipi-
tan, por tanto al rebajar el grado alcohdlico quedan
en forma insoluble y se pueden separar por filtracion;
al tiempo que este porcentaje de alcohol debe disolver
el colorante. Se encontrd que con alcohol del 80% y
por tratamiento por repetidas veces con éste solven-
te seguido de filtracidén, se consiguid eliminar las re
sinas casi en su totalidad.

Con el fin de eliminar las trazas de resinas, se pasd
el Gltimo extracto alcohdlico a un separador y se tra-
td con ccl‘4' (disolvente de resinas) por tres veces
consecutivas. Se llevd después el extracto alcohdli-
coa pH 5 y se diluyd con agua, con lo cual el coloran
te se precipitd. Se centrifugd y decantd el precipita-
do y se obtuvo una masa de color pardo claro, que se
disolvid después en alcohol del §5%, ¢e filtrd y se eva
pord el solvente.

Comentarios :
El método de extraccidn con aleohol en caliente y rea

lizando luego la purificacidon de resinas por técnica
modificada, da muy buenos resultados.



La primera extraccidon puede hacerse en unextractor continuo
(soxhlet) o por calentamiento a reflujo por varias horas del

material con alcohol, filtracidn del extracto, nuevo calenta-
miento con alcohol y asi sucesivamente hasta extraccién com
pleta del colorante, -

Método 3 .- Revisando la literatura, dice que el Lapacol
es soluble en benceno y algunos autores recomiendan su ex-
traccidn con ese solvente. Ior esto se ensayd el método
utilizando un extractor soxhlet.

Se sometid el material de las 3 cortezas al proceso de ex-
traccidon continua por 16 horas.

En los tres casos, al evaporar el solvente s6lo se obtiene
una pelicula brillante de color oscuro casi negro, que corres
ponde a un residuo resinoso, que no responde a las pruebas
en ninguna de las muestras.

Esto confirma una vez méas que el Lapacol es casi insoluble
en benceno,

Meétodo 4. - Extraccidn por arrastre con vapor de agua,

'"" Se ha propuesto la extraccion del Lapacol de la corteza fi-
namente dividida, por destilacidn con arrastre de vapor de
agua' (3).

'"" Por este método fué aislada la Lapaconona de la madera
finamente dividida del Paratecoma alba'., (4) También se
encontrd que, '"La madera finamente dividida del Tabebuia
flavescens, da al someterla a un arrastre de vapor, el Lapa
col y la Lapaconona, que luego ce separan por tratamiento
con solucién de carbonato de sodio y éter de petrdleo" (5).

Al ensayar el método con las muestras en estudio, tan solo
se obtienen liquidos claros de color ligeramente rosado,

los cuales al agregarles una solucién de NaOH no presentan
cambio de coloracidén (prueba para Lapacol). Parece que se



extrae una pequefiisima cantidad de Lapacol con el
agua; esto es debido posiblemente a que el colorante
no es arrastrable por el vapor de agua,

En Conclusidn, el Gnico método de extraccidn para

el Lapacol es el que utiliza el alcohol de 85% y poste
rior purificacidn de las resinas; ya que parece que el
mejor solvente para este colorante es el alcohol eti-
lico, La técnica puede llevarse a cabo por extraccidn

continua en soxhlet 6 por maceracidon en caliente y
filtracidn,

II. - Purificacidn del Colorante por Cromatografia en
Capa Delgada. -

Con el fin de tener la sustancia en forma pura, para
determinar las propiedades fisicas y los espectros,
se decidid emplear la cromatografia en capa delgada.

1) "Meckel y sus colaboradores sugirieron para sepa
rar colorantes de la madera v celulosa, el siguieE
te método: (6).- Utilizar capas de silica gel G al-
calina (si’lica gel G en agua que contiene el 2,5%
de CaCO,); también utilizaron como adsorbente A-
lumina C? pero llegaron 2 la conclusién de que las
separaciones se efectuaban mejor sobre silica gel
G alcalina. Como sistema solvente emplearon una
mezcla recientemente preparada de Acetato de bu-
tilo- Piridina-Agua (50:;45:25)",

Se ensayd la técnica anterior con las muestras A y
B (con sus soluciones alcohdlicas).

Ensayo del Método :
Espesor de la capa de silica: 250 AL.

Activacion de las placas a 120°C: 1 hora



Saturacion de la camara : 2 horas
Recorrido del solvente : 15 cm.

Cantidad de muestra : 2 _{¢{1 (soluciones al 0.2% de A
y ®)

Se corrid el cromatograma, y 21 observarlo después de
dejar secar, las manchas del colorante en las dos mues
tras permanecen en el punto <e partida; luego no hay a-
rrastre del material.

El método utilizado para colorantes en madera, no es
aplicable en nuestro caso.

2) Aprovechando las experiencias realizadas con algu-
nos colorantes, en las que se ensayaron mezclas de
solventes por cromatografia en papel; se resolvid
utilizar las mezclas de solventes, pero empleando
la cromatografia en capa delgada.

Ensayos de las mezclas de solventes :
Espesor : 250 /.

Activacién a 120°C: 1 hora

Saturacidon de las cimaras : 2 horas
Recorrido del solvente : 15 cm
Muestras ; 2 &1 (de soluciones al 0,2%)

Mezclas de solventes utilizadas aparecen relacionadas

en el cuadro N© I; a partir del (ual se puede observar

que no hay separacion del colorante en medio alcalino,

En vista de los resultados anteriores, se resolvid ensa
yar solventes en estado puro con el objeto de saber cud
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les arrastraban el material en mayor o menor grado,
para lo cual se empled la microcromatografia, (Cua-
dro N© 2).

Reactivos y Equipo :

Silica gel G

Activacién a 120°C : 15 minutos

Espesor : 250 4.

Placas de vidriode 2,5 cm X 7,5 cm

Cimaras pequefias (saturacidén con 5 ml, por media
hora).

Recorrido 6,5 cm

De acuerdo a los resultados obtenidos con los solven-
tes puros, se procedid a hacer mezclas entre los que
arrastran el colorante y los que lo retienen, En to-
dos los ensayos siguientes, se empled también la mi
cro cromatograffa, (Cuadro N° 3)
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CUADRO 1

SOLVENTE SEPARACION
Piridina-Amoniaco(25%)-Alcohol Isoamilico No
(13:10:10)
N-Butanol-Agua-Amoniaco(25%)-Etanol(95%) Regular
(33.5:8.7:0.3:7.5)
Amoniaco (28%)- Isobutanol-Agua No
(2:2:96)
Piridina-Alcohol Isoamilico-Amoniaco(25%) No
(1. 3:1:1)
Acetato de Etilo-Isopropanol-Amoniaco-Agua No
(35:35:20:10)
N-Butanol-Piridina-Agua R 1
(1-1-1) egular
N-Butanol-Acetato de Etilo-Metil Etil Cetona-
(80:80:88:1) Agua Regular
Benceno-Metanol-Amoniaco 2 i
(65:30:4) egular
Benceno-Isopropanol-Amoniaco N
(60:30:10) ©
Acetato de Etilo-Agua-Etanol-Amoniaco No

(12:60:25:3)
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CUADRO 2
SOLVENTE SEPARACION

Etanol Regular
Metanol Regular
Acetona No
Butanol No
Acetato de Butilo No
Piridina Si
Alcohol Iscamilico No
Dimetil Formamida * Si
Eter de Petroleo #** Regular
Alcohol Bencilico *3% Regular
Alcohol Amilico ** No
Alcohol Isoamilico ** No
Alcohol Isopropilico * Regular
Alcohol Isobutilico ** Regular
Alcohol Butilico ** No
Ciclohexano *x* No
Acido Acético Si
Metanol * Regular
Benceno #*% Regular
Acetato de Butilo ** No
Etanol * Regular
Tolueno ** No
Piridina * Si
Acetato de Etilo ** No
Eter Etilico *x* No
Tetracloruro de Carbobo * Regular
Cloroformo *%* No
Propanol * Regular
Acetil-Acetona *% Regular
Amoniaco * No

* Con un 10% de agua.

*% Saturado con agua .



CUADRO 3

SOLVENTE

Dimetilformamida-N-Butanol

(60:40)
Dimetilformamida-Acetato de Butilo

(70:30)
Dimetilformamida-Cloroformo

(80:20)
Dimetilformamida-Alcohol Isopropilico-
Acetato de Butilo

(60:20:20)
Dimetilformamida- Piridina-N- Putanol

(L.2:0,6:0.2)
Dimetilformamida-Piridina-Acetato de

(1.4:0.4:0.2) Butilo
Dimetilformamida- Piridina-2 cetato de

(42.5:5:2.5) Butilo
Dimetilformamida-Ciclohexano-Metanol

(34:2:4)
Dimetilformamida-Acetato de “utilo-
Acido Acético Glacial-Metanol

(2: 1:0. 8:1)
Dimetilformamida-Acetato de Tutilo-
Acido Acético Glacial-Metanol

(1:2:0.5:2)
Dimetilformamida-Acetato de Sutilo-
Acido Clorhidrico-Metanol

(2:1:0. 5:1)
Dimetilformamida-Etanol-Acido Acético
Glacial-Tetracloruro de Carbono

(1. 5:2:1:1. 5)
Dimetilformamida-Etanol-Acido Acético
Glacial-Tetracloruro de Carbono

(1:2:1:2)

13

SEPARACION

Regular

Regular

Regular

Regular

Regular

Si

Si
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En conclusidén, en vista de que el colorante no se se-
para con solventes alcalinos, se decididé emplear mez
clas cuaternarias acidas.

Al desarrollar los cromatogramas y revelarlos colo-
cando sobre vapores de NH, se obtienen manchas
bien definidas de color rojo vino tinto con dos tipos
de solventes.

Para el solvente: Dimetil formamida-Acetato de bu-
tilo-Acido clorhidrico concentrado. - Metanol (2:1: -

0.5:1) se obtiene un Rf x 197 de ?3; pero se presenta
el inconveniente que al efectuar la elucidn, se obtie-
nen cristales de color anaranjado oscuro que se des-
componen ficilmente - por el oxigeno del aire dando
una masa de color negro.,

En consecuencia, el solvente adecuado para este tipo
de colorantes es: Dimetil formamida-Acetato de buti-
lo-Acido acético glacial-Metanol (2:1:0.8:1) empleando
como adsorbente silica gel C en agua.

El Rf x 100 para los casos A y B es de 83.
Cromatografia preparativa usada en la purificacibn:

Reactivos y Equipo :

Se utilizaron placas cubiertas con silica gel G , con
un espesor de 500 4(, activacién a 120°C por una ho-
ra. Recorrido: 15 cm.. Tiempo, 2 horas.

Se empled como eluente alcohol del 85% en caliente,
luego se centrifugd, se evapord el solvente y se obtu-
vieron para las muestras 2 y 2 cristales de color a-
nararnjado o~curo. Con éstos €rictales se efectuaron
los ensayos v determinaciones fisicas y espectrofoto-
meétricas.
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III. - Propiedades Fisicas. -

Es necesario aclarar que las muestras A y B contienen un
colorante que responde a las pruebas para el Lapacol y que
tienen exactamente las mismas propiedades. La muestra
C no contiene ninguna materia colorante,que se pueda ex-
traer con alcohol; sb6lo deja un residuo resinoso, de color
pardo-negruzco, que no responde a las pruebas para el La-
pacol,

FPor lo expuesto anteriormente, las propiedades se resumen
en un solo grupo.

Aspecto: Cristales de color rojo ladrillo brillante. Son so
lubles en EtOH y de Na,C03 y en AcOH, Lige-—
ramente solubles en benceno, cloroformo, éter
etilico, éter de petrdleo y en agua caliente. Inso
lubles en agua fria, tetracloruro de carbono.

™unto de Fusidén : 138°C.

Pruebas Cualitativas para el Lapacol :

a) Con soluciones alcalinas y en presencia de vapores de
amoniaco intenso color rojo vino tinto. (1)

h) Con Feclsy al 2% en agua, los colorantes procedentes de
las muestras A y B dan coloracidn verde. (Compuestos qui
ndnicos).

IV. - Identificacién de la Extructura Quindnica por Espectro
fotometria. -

Uno de los métodos que ayuda a identificar los compuestos
es la Espectrofotometria y la interpretacién de los espec-
tros da una idea clara de la estructura de aquellos.

1) Espectro U, V.

-

Tspectrofotometro Beckman-D55. 100 m, v, -1 pulgada por
minuto, Frovisto de registro.
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Celdas de vidrio de 1l cm
Concentracién de las soluciones: (en alcohol del 85%)
Para las muestras A y B: 10 ppm

Las dos muestras presentan dos maximos de absor-
bancia, a 230 y 295 nm (bandas caracteristicas pa-
ra quinonas).

2) Espectro Visible. -

Dilucidn de las muestras A y B: 20 ppm
Se obtienen 2 maximos; a 470 y a 492 nm

De ellos el mas caracterictico es el que se presenta
a 478 nm

3) Espectro IR, -

Se corrieron espectros en fase solida con K Br -
(300 mg y 1 mg de colorante). Se utilizdé el Espectro
fotémetro Perkin-Elmer, modelo 187, (Fig.1)

Igualmente se corrieron espectros en fase solida y
en pelicula (Fig,2), utilizando como solvente alco-
hol etilico absoluto (muestra A). Se usd el aparato
Perkin-Elmer modelo 702, el cual tiene una mayor
resolucidn en la regién comprendida entre 4,000 y
1.900 cm-!

Interpretacidon de los Espectros: Al analizar los es-
pectros, se encontraron para las dos muestras exac
tamente las mismas bandas. A la longitud de onda
de 2,95 micras 6 3.400 cms™!; de la banda caracte-
ristica del OH de tipo fendlico.

A 6,1 micras 61,630 cms'l; da la banda caracteris
tica de las quinonas (-C=C),

Las bandas a_6,6 micras (1.520 cm'l) y 6,9 micras
(1.450 cms, ") corresponden a enlaces conjugados.
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En el espectro tomado en pelicula (etanol absoluto), -pa-
ra la muestra A, .se observan unas pequefias bandas en-
tre 11 y 15 micras.

4) Espectrofluorometria. -

Espectrofluorémetro Perkin-Elmer, provisto de regis-
tro.

Concentracion de las soluciones en etanol absoluto:
1 ppm (para las dos muestras).

Espectro de Emisidon : (Se utilizd sensibilidad de 6).
Presenta un miximo de 440 nm, en los 2 casos.

Tspectro de Excitacidn: (Se utilizé sensibilicad de 3).
Presenta un maximo a 399 nm en los dos casos.

Se concluye, por el estudio de los espectros, que el com
puesto aislado de las 2 cortezas presenta: al U.V. los
maximos caracteristicos de las quinonas; al I.R. las ban
das corresponden a la estructura 1,4 quinona con un OH
fendlico; y si bien es cierto que la espectroflurometria
nos sirve muy poco para caracterizar un compuesto, si
se sabe que las moléculas con enlaces conjugados (como
es el caso de las quinonas) presentan fluorescencia.

V.- Determinacion del Contenido de Lapacol en las Cor-
tezas.

El método utilizado para la determinacidén cuantitativa fué
gravimétrico, por pesada de los residuos obtenidos por
extraccidon con alcohol del 85% y posterior purificacidn.

Corteza A. - 4%

Corteza B, - 6,8%
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VI. - Ensayo FPotenciometrico del Colorante. -

Con este ensayo, se pretendia comprobar la utilidad
que podria tener el Lapacol en la quimica Analitica
por su uso como indicador en titulaciones dcido-ba-
se, ya que precisamente una de las rruebas para el
Lapacol es el viraje que presenta en medio acido y
en medio alcalino,

Se prepararon soluciones de los colorantes A y B al
0,5% en alcohol de 95%.

Se efectuaron titulaciones de 4cido fuerte contra ba-
se fuerte, de 4cido débil contra base fuerte y de ba-
se débil contra dcido fuerte utilizando como indica-

dor interno 5 gotas de cada una de las soluciones de
colorante,

Las titulaciones se hicieron potenciométricamente
con el fin de observar los rangos de pH en los cua-
les se pudiera notar un viraje nitido dentro de la so-
lucidbn. EI colorante da en medio 4cido, color ama-
rillo y en medio alcalino, color rojo.

En todos los casos, al ir agregando titulante, el po-
tenciometro va marcando los valores de pH respecti
vos, pero en ning{in momento de la titulacién se ob-
serva cambio apreciable en el color de la solucidn,
pues va virando del amarillo a anaranjado (4cido a
alcalino), y de rojo a anaranjado (alcalino a acido);
sin dar un punto final que sea visible,

Por tanto, no es recomendable el uso del Lapacol,
como indicador de titulaciones de 4cidos contra ba-
ses fuertes y viceversa, de 4cidos débiles contra ba
ses fuertes ni de bases débiles contra dcidos fuertes;
ya que no da viraje nitido en el punto final.



DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados anteriormente expuestos sefialan algunos
puntos a discutir en el estudio analitico del Lapacol.

Se sigue el orden por capitulos, tal como estd dividido el
trabajo;

1. En los métodos de extraccidon ensayados se observa que
con las técnicas propuestas por los diversos autores, solo
obtuvimos resultados satisfactorios con la que utiliza alco-
hol del 85% en caliente y posterior eliminacidn de resinas
(Método 2-); ya que se comprobd experimentalmente que pa
ra el tipo de colorante (quindnico con un OH fendlico) en es-
tudio, el solvente mids adecuado es el Etanol; pues el bence
no tan solo lo disuelve ligeramente, asi como no es logico
pensar que el compuesto sea arrastrable por el vapor de a-
gua.

Fué necesario adicionar algunos pasos al método, con el
fin de eliminar las resinas las cuales son bastante persis-
tentes en los extractos. De esta forma, se hacen necesa-
rios varios tratamientos con alcohol de un grado mis bajo
al usado en la extraccidn, para precipitar las resinas. Des
pués se efectlian lavados del extracto alcohdlico con tetra-
cloruro de carbono.

Por otra parte, no solo se comprobd por los residuos obte-
nidos en la extraccibén, sino también por todas las experien
cias analiticas realizadas posteriormente sobre los com-
puestos aislados; que las muestras A yv B contienen el mis-
mo colorante y que la muestra C no contiene ningln compues
to colorante que se pueda extraer <on alcohol.

II. Para obtener el colorante en forma pura, se empled la
cromatografia preparativa en capa delgada utilizando silica
gel G en agua y una mezcla de solventes 4cida., Para llegar
a establecer las condiciones adecuadas fué necesario reali-
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zar numerosas experiencias; pues lo descrito por
Stahl para colorantes en madera y las mezclas alca-
linas comGnmente utilizadas para colorantes (se en-
sayaron 10 mezclas), no tienen aplicabilidad en nues
tro caso ya que no hay separacién del compuesto en
medio alcalino. Esto debe tenerse en cuenta para o-
tros colorantes naturales con estructuras similares
(quinonas, fenoles) y que sean insolubles en agua.

Asi, después de haber realizado cromatografias con
30 solventes puros y escogidos los que desplazaban
en su totalidad y en poca cantidad el material, se hi-
cieron ensayos con 3 mezclas binarias, 5 mezclas
ternarias y 4 cuaternarias dcidas, obteniéndose la
combinacidn adecuada.

III. Las propiedades fisicas que presentan los colo-
rantes aislados, se identifican con las del Lapacol.

Otras Pruebas: Comportamiento del Lapacol frente
a las soluciones alcalinas y coloracion de las quino-
nas y fenoles con el cloruro férrico.

IV. Por la interpretacidén de los espectros se identi
fica el compuesto. Los méaximos de U.V. son carac
teristicos de las quinonas; al visible presenta 2 maxi
mos por sus caracteristicas como colorante; en el
I.R. se presentan bandas que indican una extructura
1,4 Quinona con OH fendlico. Los enlaces conjuga-
dos dan fluorescencia (Espectroflurometria),

V. EIl contenido del colorante en las cortezas es al-
to.

VI. Se efectud un ensayo potenciométrico, por una
posi ble utilidad del compuesto en Quimica Analitica;
pero se comprobd que no puede aplicarse como indi-
cador interno en titulaciones 4cido-base, por cuan-
to no da viraje nitido en el punto final,
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. De las 3 cortezas investigadas; dos de ellas contienen
un colorante que tiene las mismas caracteristicas y da
idénticas reacciones.

2. El Gnico método de extraccién que da buenos resulta-
dos, es el que utiliza alcohol del 85% en caliente por
maceracidon o en extractor soxhlet. Se eliminan las resi
nas por tratamientos con alcohol del 80% y luego con te-
tracloruro de carbono. El método puede ser aplicable a
extraccidon de otros colorantes naturales.

3. Después de un prolongado estudio cromatografico y
por un detenido anilisis sobre los resultados obtenidos
con solventes alcalinos y luego por experimentacidn de
solventes puros; se ensayaron mezclas binarias, terna-
rias , y cuaternarias; se concluye que para purificacidon
de colorantes con estructura quindnica o fendlica se pue-
de emplear la cromatografia en capa delgada con las si-
guientes condiciones:

Adsorbente: Silica gel G en agua; Solvente: Dimetil forma
mida-acetato de butilo-acido acético-meta-
nol (2:1:0, 8:1).

Eluente : Alcohol del 85%.

4. Las propiedades fisicas (aspecto, solubilidad y punto
de fusidn: 138°C, coinciden con las del Lapacol.

5. La corteza A contiene 4% de colorante,
La corteza B contiene 6,8% de colorante,

6. Identificacion de la extructura - uindnica por Espectro-
fotometria: Al U.V. dos maximos (a 230 y 295 nm ) ca-
racteristicas de las quinonas; al visible: 392 y 478 nm;
alI.R, las bandas a 2,95 micras (OH fendlico), a 6,1 mi
cras (1,4 quinonas), a 6,6 y 6,9 micras (enlaces conjuga-



dos; Espectroflurometria: Espectro de excitacidn:

maximo a 399 nm, Espectro de emisidon; miximo a
440 nm. (La fluorescencia puede deberse a enlaces
conjugados).

7. E1 colorante no tiene utilidad en Quimica Analitica
como indicador interno en titulaciones acido-base.

8. En conclusidn; las cortezas A y B contienen un co-
lorante que responde a las pruebas para el LAPACOL

La corteza C no contiene este colorante.



23

BIBLIOGRAFIA

. GREENE y HOOKER, Amer.Chem J. 11, 267, 1889

. T.H. LEE, '"Note on Tecomin, a colouring matter der_i
ved from the heart wood of bignonia tecoma', Chem,
Soc. 79, 284, 1901.

. R.LIVINGSTONE and M.C., WHITING, Chem,Soc., 7,
3631, 1955.

. R.LIVINGSTONE and M.C. WHITING. , Chem. Abs.,
50, 9397c, 1956,

. ORTH H., Chem.Abs., 54, 25802c, 1960,
STAHL E ,"Thin layer Chromatography' , Springer
Verlag, Berlin. Heidelberg. New York, 346, 1965

PERDUE Jr. E. and HARTWELL Jr., "The search for
plant sources of anticancer drugs', Morris Arbore-
tum Bulletin of the University of Pennsylvania, The
Morris Arboretum, 20, 2, 35, 1969.



