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RESUMEN

El toe (Datura sanguinea) se emplea en la medicina tradicional
peruana, y sus constituyentes puros (el alcaloide escopolamina) se utilizan
como espasmolitico, anticolinérgico, narcotico y anestésico.

Las hojas del toe (D. sanguinea) contienen alcaloides del tipo
tropanico, principalmente escopolamina, conocida también como hioscina
(Evans et al.-1965, 1966 y 1968).

En el presente trabajo de tesis hemos aislado la escopolamina de las
hojas del toe, habiéndola caracterizado mediante sus espectros de Masas,
RMN'H, RMN"C, 'H-'H COSY y 'H-"*C HETCOR.

Drey & Foster (1953) realizaron el analisis cuantitativo de alcaloides
presentes en la Datura sanguinea, reportando que el porcentaje total de
alcaloides en las hojas (secas) fluctiia entre 0,27 a 0,51%. En nuestro
laboratorio se realizé la determinacion cuantitativa del total de alcaloides
de las hojas del toe, habiendo obtenido 0,34% (procedimiento de Pelt et al.-
1967).

El analisis cualitativo que realizamos, nos indica la presencia de,
aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fenolicos libres, alcaloides,

triterpenos y esteroides, catequinas y saponinas.
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I. ASPECTOS GENERALES



A. PRESENTACION

La Quimica de los Productos Naturales es un campo de estudio
muy amplio de la Quimica Organica, y de mucha importancia para el
Peru debido a la gran riqueza de su flora, y de la amplia utilizaciéon que
se ha dado en el pasado y que actualmente continla dandose a las
plantas en medicina tradicional, y en otros dominios como colorantes,

insecticidas, aromatizantes, etc.

La investigacion cientifica de las plantas medicinales involucran
dos grandes partes; primera, la adquisicion de la planta y de los
conocimientos y/o estudios previos sobre ella, y la segunda parte que

trata del trabajo experimental en el laboratorio.

En primer lugar, debemos seleccionar o decidir la planta que
vamos a estudiar, realizar la adquisicion de la muestra, hacer la
identificacion botanica de la planta y conseguir toda la informacion
referente a ella, tanto en el campo como en la biblioteca. La egunda
parte de estas investigaciones, referida al estudio quimico de las plantas
medicinales, tiene como objetivo responder todas las interrogantes en
relacion a los constituyentes quimicos (los llamados productos
naturales) presentes en las plantas:

1. ;Qué clase de compuestos contiene?, lo que se consigue mediante el
analisis cualitativo (marcha fitoquimica) de la planta.

2. ;Cuanto contiene de determinada clase de constituyente (por
ejemplo, de alcaloides)?, lo cual se consigue mediante el analisis
cuantitativo de dicha clase de constituyentes.

3. (Cudl es la identidad, la estructura quimica exacta de los
constituyentes principales?, lo cual se logra mediante el aislamiento

de cada constituyente puro (lo que involucra los procedimientos de



extraccion por solventes, separacion y purificacion) y la
identificacion espectroscopica de su estructura, mediante el analisis
de sus espectros de Resonancia Magnética Nuclear RMN'H y
RMN"C, entre otras.

La presente tesis, en la linea de Quimica Organica de Productos
Naturales, comprende el estudio quimico de alcaloides presentes en las
hojas del toe (Datura sanguinea) y constituy6 para mi el repaso de los
cuatro cursos basicos semestrales de Quimica Organica, asi como de
los cursos de Proyecto de Tesis I CQ 561 (Estudio Fitoquimico de la
hojas del toe (B. sanguinea) y Proyecto de Tesis Il CQ 562 (Analisis
Cuantitativo de Alcaloides de las hojas del toe), y del curso electivo
CQ 046-Quimica de los Productos Naturales, habiéndome
proporcionado una vision global de la aplicacion de los conocimientos
de la Quimica Organica a la solucién experimental de un problema
especifico, el estudio quimico de una planta, permitiéndome conocer i
qué clase de compuestos estan presentes, ii cual es la cantidad de
alcaloides que contiene y iii cudl es el alcaloide principal contenido en

las hojas del toe.

Este trabajo de tesis comprendio las siguientes actividades:

1 Trabajo experimental en laboratorio quimico, realizado en el
ambiente de Investigacion de Quimica de Productos Naturales
(C3-175), ubicado en el Laboratorio N°12 (pabellon C) de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria, que
comprendid el secado y molienda de las hojas del toe (Datura
sanguinea), el analisis cualitativo (marcha fitoquimica), el analisis
cuantitativo del total de alcaloides y la obtencion de los extractos de

alcaloides.
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La parte mas importante de esta tesis, la purificacion de la
escopolamina, el principal alcaloide presente en las hojas de esta
planta, se logro en dos estadias realizadas en el Instituto de Quimica
de la Universidad de S3o Paulo (Brasil). La primera estadia entre los
meses de agosto y setiembre del 2003 a cargo de la Lic. Elena
Condor C., integrante de nuestro grupo de investigacion que realizo
una purificacion parcial mediante cromatografia en columna (CC).
En la segunda estadia, a cargo del autor de esta tesis, se logrd la
purificacion final de la escopolamina mediante cromatografia en
placa preparativa (CPP).

Identificacion espectroscopica de la escopolamina mediante el
analisis de los especwos de Masas y de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN'H, RMN"C, 'H-'H COSY y 'H-">C HETCOR).
Anadlisis de la informacion bibliografica relativa a los estudios

quimicos de las hojas del toe (D. sanguinea) y de la escopolamina.

Todo este trabajo demando, en promedio, una dedicacion de 12 meses
(considerando el trabajo de 8 horas/dia, durante 5 dias/semana), y se

realizd en el periodo de marzo del 2001 a agosto del 2005.



B. OBJETIVOS DE LA TESIS
Los objetivos de la presente tesis son los siguientes:
1 El aislamiento e identificacion (espectroscépica) de la escopolamina,
principal alcaloide presente en las hojas del toe (Datura sanguinea),
n el andlisis cualitativo (marcha [itoquimica) de los metabolitos
secundarios presentes en las hojas del toe, y
m el analisis cuantitativo del total de alcaloides contenido en las hojas
de la planta.

Nuestro objetivo principal es el primero, esto es, el aislamiento e
identificacion del principal alcaloide contenido en las hojas del toe, que
nos llevo al estudio y experimentacidon de los diversos procedimientos
de aislamiento de alcaloides y de las técnicas de identificaciéon
especwoscopicas.

El aislamiento comprende las etapas de extraccion por solventes,
separacion y purificacion. Asi, se describiran los diversos métodos de
extraccion de alcaloides publicados en la bibliografia, las pruebas
cualitativas de deteccion de alcaloides, la utilizacion de la
cromatografia en capa fina como método preliminar de identificacion y
la purificacion mediante la cromatografia en columna y placa
preparativa. Asimismo, se describe la aplicacion de la espectrometria de
Masas y de Resonancia Magnética Nuclear, de Hidrégeno-RMN'H, de
Carbono-RMN"C, 'H-'H COSY y 'H-C HETCOR, en la
identificacion de la estructura molecular.

De esta manera se nos capacita en la rutina de trabajo quimico en
productos naturales, estudiando las diversas etapas de la metodologia
de trabajo que se sigue para el estudio quimico de alcaloides contenidos
en una planta, el cual es analogo al que se sigue para el estudio de
cualquier clase de compuesto organico (metabolito secundario)

contenido en un producto natural.



II. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO



A.

b)

ESTUDIOS QUIMICOS PRECEDENTES RELATIVOS A LAS
HOJAS DEL TOE (Datura sanguinea)

Composicion Quimica de las hojas del toe (D. sanguinea)

Andlisis cualitativo (marcha fitoquimica)

La marcha fitoquimica, se refiere a la determinacion cualitativa de
los metabolitos secundarios o productos naturales” presentes en una
planta o cualquier organismo vivo, basandonos en la extraccion con
solventes apropiados y en la aplicacion de pruebas de coloracion y/o
precipitacion.

En la bibliografia revisada, no se ha encontrado ningin trabajo de

analisis cualitativo de las hojas del toe.

Principales alcaloides presentes en las hojas del toe

Los estudios mas completos sobre los alcaloides presentes en las
hojas del toe (D. sanguinea) han sido publicados por Evans et al. (1965,
1966 y 1968), quienes encontraron que éstas contienen principalmente
el alcaloide escopolamina, llamado también hioscina (Figura N°| a,
0,08%), y pequeilas cantidades de hiosciamina (0,01%),
norescopolamina (0,006%) y apoescopolamina (0,005%), cuyas
estructuras se muestran en la Figura N°l, en la que se incluye la
estructura basica de los alcaloides tropanicos a la cual pertenecen estos

alcaloides.

* Metabolitos secundarios o productos naturales.- Se refiere a los compuestos organicos de estructura
variada, presentes en los organismos vivos, que tienen una distribucion restringida y caracteristica a
determinada especie. Ejemplos: alcaloides, taninos, quinonas, triterpenos y esteroides,
leucoantocianidinas, catequinas, flavonoides, saponinas, etc.

Metabolitos primarios.- Productos del metabolismo general y de amplia distribucion en plantas y
animales. Ejemplos: carbohidratos, aminoacidos y proteinas, mucilagos, ceras, etc.



a) Escopolamina (o hioscina) b) Hiosciamina®

OH

N\

¢) Norescopolamina d) Apoescopolamina

e) Estructura bdsica de alcaloides tropanicos

Figura N°1.- Principales alcaloides presentes en las hojas del toe (D. sanguinea)

* Atropina.- Es un producto racémico de la hiosciamina



Asimismo, Evans et al. (1966 y 1968) lograron aislar, en trazas,
los alcaloides (—)-3a-tigloiloxi-6B-acetoxitropano, 3a-acetoxitropano,
meteloidina, oscina y litorina, cuyas estructuras se presentan en el
Anexo N°].

Las plantas estudiadas fueron cultivadas y colectadas en el afio
1962 en Nottingham (Inglaterra).

Drey & Foster (1953) en su analisis cuantitativo sobre los
alcaloides del toe (D. sanguinea) encuentran que éste contiene casi
exclusivamente escopolamina (0,27-0,51%) (ver Tabla N°1).

Nathan et al. (1993) reportan el aislamiento del alcaloide
6pB-hidroxi-3a-tigloiloxitropano, pero este compuesto podria ser un
producto de degradacidon del (—-)-3a-tigloiloxi-6f-acetoxitropano.

En sus investigaciones, Evans et al. (1965 y 1968), también
analizaron las raices de la D. sanguinea, encontrando que ésta contiene
principalmente escopolamina e hiosciamina (o atropina), asi como 3,6-
ditigloiloxitropan-7-ol y (-)-3a,6B-ditigloiloxitropano.

El estudio mas completo sobre los alcaloides presentes en las
semillas del toe (D. sanguinea) fue publicado por Leary (1970), quien
encontré que éstas contienen principalmente el alcaloide escopolamina
(88,4% del total de alcaloides) y, ademas, los alcaloides hiosciamina
(10,5%) y apohioscina (1,1%). Este trabajo fue revisado en la tesis
realizada en nuestro laboratorio por E. Condor (2004).

De todas las partes de esta planta la menos estudiadas han sido las
flores, reportandose la presencia del alcaloide principal, la
escopolamina, (0,34; 0,55 y 0,89%), de hiosciamina (0,04%) y otros
alcaloides (0,25% y 0,03%) (Evans et al.-1965 y Drey & Foster-1953),

sin indicacién del proceso de aislamiento.



10

En resumen, en todas estas publicaciones se encontro que la
escopolamina es el principal alcaloide presente en toda la planta (hojas,
raices y semillas), junto con pequefias cantidades de hiosciamina o

atropina.

¢) Analisis cuantitativo (porcentaje de alcaloides) en las hojas del toe

Drey & Foster (1953) reportan la determinacion del total de
alcaloides presentes en D. sanguinea siguiendo el procedimiento de
extraccion de la muestra basificada por percolacion con cloroformo;
extraccion del percolado con &acido acético y regeneracion de los
alcaloides libres con amoniaco acuoso, los que fueron extraidos con
cloroformo. Después de la eliminacion del solvente organico, el residuo
se disuelve con acido sulfurico 0,1 N y se titula con hidroxido de sodio
0,02 N usando indicador rojo de metilo.

El porcentaje total de alcaloides en las hojas (secas) de
D. sanguinea fluctiia entre 0,27 a 0,51%, siendo la escopolamina el
alcaloide principal (Tabla N°I).

En la bibliografia se reporta la determinacion del total de
alcaloides presentes en otras especies de Brugmansias y Daturas, asi
como la determinacion cuantitativa diferenciada de escopolamina en
relacion a la hiosciamina presente en la planta. Asi, Padula et al. (1976)
reporta la determinacion cuantitativa del total de alcaloides (por el
método de la USP XVIII) y de la escopolamina (utilizando
cromatografia de gases) presente en Datura ferox de Argentina.

Los métodos clasicos de determinacion de escopolamina y
hiosciamina involucran la purificacion mediante cromatografia en
columna del extracto total de alcaloides, y la cuantificacion por

separado de cada alcaloide (Evans & Partridge-1952).



11

Tabla N°1

ANALISIS CUANTITATIVO DE MUESTRAS DE DATURA SANGUINEA
(Drey & Foster-1953)

Contenido de alcaloides
Caracteristicas y/o Partes de la
procedencia de las muestra Total de
muestras (seca) alcaloides Escopolamina | Hiosciamina Otros
% % % %
Hojas 0,27 0,27 = =
S Flores 0,62 0,55 0,04 0,03
cuador
Cortezas 0,26 0,19 0,02 0,04
Semillas 0,17 0,17 - -
Dartford (Inglaterra ) Hojas 0,51 0,49 0,02 -
(Plantas de almacigo) Tallos 0,31 0,28 0,03 -
Cosecha 1952 Raices 0,54 0,21 0,29 0,04
Dartford (Inglaterra) Hojas 0,41 0,41 Trazas -
(Plantas de esqueje) Tallos 0,30 0,27 0,02 -
Cosecha 1952 Raices 0,76 0,18 0,42 0,16
Dartford (Inglaterra)
. £ Hojas 0,34 0,34 = -
(Plantas de invernadero)
Tallos 0,30 0,29 0,01 -
Cosecha 1952

Los métodos modernos de analisis involucran el uso de HPLC”
para el analisis de estos alcaloides (Vitale et al.-1995 y Robins et al.-1987).

Pelt et al. (1967) realizaron una revision exhaustiva de los diversos
métodos oficiales (presentados en las Farmacopeas) utilizados para la
determinacion cuantitativa del total de alcaloides contenidos en estas
plantas (pertenecientes a la familia de las Solanaceas). Este estudio fue
replicado en el Peru por Hoet & Rios (1980), para el analisis de la

Datura stramonium.

* HPLC: Cromatografia liquida de alta performancia.
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2. Aislamiento de alcaloides de las hojas del toe

La escopolamina se encuentra junto con la hiosciamina y/o
atropina en varias plantas de la familia Solanaceae, en los géneros
Atropa, Datura (o Brugmansia), Hyoscyamus, Duboisia, Mandragora 'y
Scopolia. La escopolamina es el principal alcaloide presente en las
especies del género Datura, mientras que la hiosciamina es el alcaloide
principal en los géneros Atropa 'y Scopolia (Muhtadi & Hassan-1990).

Evans et al. (1965, 1966 y 1968) y Drey & Foster (1953) reportan
el aislamiento de los alcaloides contenidos en las hojas del toe
(D. sanguinea), y Leary (1970) reporta el aislamiento de los alcaloides
contenidas en sus semillas.

En la bibliografia se encuentra numerosos articulos referidos al
aislamiento de escopolamina e hiosciamina de otras especies de
Datura, siendo el procedimiento de Robins et al. (1993) aquel que
guarda mayor semejanza al procedimiento experimental que hemos
aplicado en nuestra tesis.

A continuacion se describen los procedimientos publicados por
Evans et al. (1965), Leary (1970) y Robins et al. (1993), los cuales para
una mejor comprension, se presentan divididos en subtitulos (muestra
utilizada, extraccion soélido-liquido, separacion liquido-liquido,
purificacion e identificacion).

No presentaremos el procedimiento de Drey & Foster (1953)
porque este involucra la purificacion final de los alcaloides mediante
cromatografia de papel, técnica que actualmente no se utiliza con estos

propositos.
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a) Procedimiento de Evans et al. (1965)

“Caracterizacion de la apoescopolamina, norescopolamina e hiosciamina de

las partes aéreas (Datura sanguinea R. & P.)”.

Muestra utilizada

Hojas pulverizadas de Datura sanguinea R. & P. (600g)

11

<

Extraccion solido—liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

Alcalinizacion de la muestra: [La muestra se mezcla con hidroxido
de calcio y agua. Se deja en reposo por una hora.

Se extrae con éter etilico y luego de la evaporacion del solvente se
obtiene el EBO.

Separacion cromatografica (Obtencion del Extracto Bruto de alcaloides, EBA)

El extracto bruto se disuelve en éter y se hace pasar por una
columna cromatografica empacada con Kieselguhr, recubierto con
acido sulfarico 1,0 N.

Se hace pasar éter a través de la columna y se eluyen pigmentos y
algo de material basico.

Se retira el adsorbente Kieselguhr de la columna, se deja secar al
ambiente y las bases se recuperan con cloroformo amoniacal,
obteniéndose una mezcla cruda luego de la evaporacion del
solvente.

La mezcla cruda se disuelve en etanol y se neutraliza con acido
sulfurico 1,0 N. Se diluye con agua, se filtra y se agitan con
cloroformo.

Se separa la fase acuosa (superior) y se basifican gradualmente con
NaOH () 1,0 N y los alcaloides se extraen con cloroformo. La

eliminacion del solvente proporciona el EBA.
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Purificacion e Identificacion

viii La fraccion 4 se empaca en una columna cromatografica de

Kieselguhr, recubierto con una solucion buffer de fosfato 0,5 M de

pH 6,6.

1x A partir de la elucion de la columna con éter etilico, se obtiene

X1

escopolamina (0,51 g).

Purificacion: se sintetizo el picrato de escopolamina.

Identificacion: mediante su punto de fusion y espectroscopia

infrarroja.

Resultados: aislamiento e identificacion del picrato de escopolamina de

las hojas de D. sanguinea.

Procedimiento de Leary (1970)

“Alcaloides de las semillas de Datura sanguinea R. & P.”

Muestra utilizada

Semillas de Datura sanguinea R. & P.

Extraccion solido—-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

1

Maceracion de las semillas con solventes de polaridad creciente:
éter de petroleo, éter etilico, metanol (extracto que contenia
alcaloides), etanol al 70%. El extracto organico se concentra al

vacio hasta sequedad, obteniéndose el EBO.

Separacion cromatografica

11

111

El extracto bruto de alcaloides se empacé en una columna
cromatografica sobre Kieselguhr, el cual se habia sometido a una
solucion buffer de fosfato de pH 6,6.

Se eluyo con solventes de polaridad creciente aislandose los

siguientes alcaloides:
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-Fraccion de éter etilico: apohioscina y escopolamina.
-Fraccion de cloroformo: hiosciamina y dos alcaloides no
identificados.
-Fraccion de cloroformo en medio amoniacal: trazas de
hiosciamina, tropina, pseudotropina y colina.
e Purificacion e Identificaciéon
1v Purificacion: se sintetizo el picrato de escopolamina.
v ldentificacion: mediante su punto de fusiéon y espectroscopia
infrarroja.
e Resultados: aislamiento e identificacion del picrato de escopolamina de

las semillas de D. sanguinea.

¢) Procedimiento de Robins et al. (1993)"

e Muestra utilizada
Raices de Datura sp.

e Extraccion sélido—liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)
1 Maceracion de las raices con metanol. El extracto organico se

concentra al vacio hasta sequedad, obteniéndose el EBO.

e Separacion liquido—liquido (Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides,EBA)

11 Disolucion del extracto bruto organico con una solucion acuosa de
acido clorhidrico HCI () 1,0 M.

i1 Las soluciones acidas se juntan y se¢ lavan con cloruro de metileno
CH,Cl, (6x75 mL), descartando la fase organica.

iv La fase acuosa acida se alcaliniza con amoniaco NHs 5y 15 N,

v La fase acuosa alcalina se extrae con cloroformo CHClI;
(4x100 mL).
vi Las fases organicas se reunen, se secan con sulfato de sodio

anhidro Na;SOy), se filtran, y se concentran: se obtiene el EBA.

* Titulo del articulo: “Estereoquimica de los procesos enzimaticos involucrados en la biosintesis de la
escopolamina a partir de la hiosciamina”.
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Purificacion e Identificacion

vii  Purificacion mediante cromatografia en placa preparativa,
obteniéndose alcaloides puros.

viii ldentificaciéon: mediante espectroscopia de Resonancia Magnética

Nuclear de Hidrogeno, RMN'H.

Resultados: aislamiento e identificacion de los alcaloides escopolamina

e hiosciamina.

Identificacion clisica de la escopolamina y/o derivados

a) Comportamiento cromatografico de la escopolamina e hiosciamina

i Cromatografia en capa fina-CCF: Robins et al. (1993)

Adsorbente : Kieselgel G, placas de 0,25 mm de espesor.
Eluente”: AcOEt-iPrOH-NHs ) 25% (45:35:10)

Revelador: Dragendorff

e Ry(escopolamina): 0,61

e Ry (hiosciamina) : 0,40

Cromatografia en capa fina-CCF: Ayala & Sotelo (1993)
Adsorbente : Silica gel G-60.

Eluente: Acetona-NHj,) 7,5% (90:10)

Revelador: Dragendorff

e R (escopolamina): 0,94

e Ry (hiosciamina) : 0,85

* AcOEt: acetato de etilo (CH;COOCH,CHj,); iPrOH: isopropanol (CH;CHOFHCHs).
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b) Punto de fusién
1 Escopolamina: Liquido viscoso. Forma un cristal monohidratado
59 °C (The Merck Index-1996)
Picrato de escopolamina : 187,8 °C  (Lcary-1970)
188 °C (Griffin-1966)
187-188 °C (Evans & Pe Than-1961)
i1 Fliosciamina : 108,5 °C  (The Merck Index-1996)
Picrato de hiosciamina: 165 °C (Dictionary of Alkaloids, Southon-1989)

4. Identificacién espectroscépica de la escopolamina

En la Seccion II1.B.5. (Identificacion espectroscopica de
compuestos organicos, pag. 45) se presentaran los aspectos generales y
la importancia de las principales técnicas espectroscopicas en la
determinacion de la estructura molecular: La Espectrometria de Masas
(EM), la Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN'H) y de
Carbono (RMN"C), la espectroscopia de Correlacion [Homonuclear
(COSY), Correlacion Heteronuclear (IHHETCOR) y Correlacion
Heteronuclear de Enlace Multiple (HMBC), asi como la espectroscopia
de Infrarrojo (IR) y de Ultravioleta (UV).

a) Espectro de Masas de la escopolamina
Vitale et al. (1995:86) proporcionan el espectro de masas de la
escopolamina (aislada de D. ferox), ver Figura N°2, explicando la
formacion de alguno de sus picos principales. Ellos utilizaron un equipo
acoplado de cromatografia de gases-espectrometro de masas
VG TRIO-2.
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Figura N°2.- Espectro de masas de la escopolamina (Vitale et al.-1995)

Asimismo, Whitte et al. (1987:194) proporcionan los valores de los
principales 1ones (y su abundancia relativa) del espectro de masas de la
escopolamina: 303 (28%), 154 (40%), 138 (64%), 137 (24%), 136
(33%), 108 (41%), 94 (100%).

Por su parte Muhtadi & Hassan (1990:494-497) proporcionan el
espectro de masas y, ademas, los principales fragmentos y los iones que
les corresponden, del bromuro de escopolamina. Esta informacion nos
ayudo a describir las ecuaciones de fragmentacion de los principales
iones del espectro.

El espectro de masas obtenido del alcaloide puro, escopolamina,
que hemos aislado de las hojas del toe (D. sanguinea) es similar a aquel

publicado por Vitale et al. (1995) (ver Figura N°2).
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A continuacion, presentamos las ecuaciones de fragmentacion de
los principales picos del espectro de masas de la escopolamina

presentados en la Figura N°2 .

i M+ 303
= -] +
:N/CH3
S
[ :OCOR) |
M 303 g/mol M1t 303
iim/z 154(M+* - -COR;)
— + COR,

m/z 154 149 g/rad



iii m/z 138(M* - -OCOR))

m/z 138

vim/z 94

:QCQRI

m/z 138

m/z 136

:OCOR,$
m/z 261

20

165 g/rad

2 g/mol

42 g/mol
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:OCOR, : OCOR,
m/z 260 m/z 94 166 g/mol

b) Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno, RMN'H

Tal como es reconocido en la revision realizada por Lounasmaa &
Tamminen (1993) sobre alcaloides tropanicos, Sarazin et al. (1991)
reportaron la asignacion espectral por RMN'H y RMN"C, completa e
inequivoca, de la escopolamina (base libre) en CDCls.

Cada atomo del anillo de piperidina pudo ser diferenciada y se
corrigieron algunas asignaciones precedentes.

Asimismo, en contraste con los resultados precedentes y la
presuncion general, Sazarin et al. (1991) demostraron que el grupo
N-metilo esta dispuesto ecuatorialmente en relacion al anillo de
piperidina.

La asignacion de sefiales se realizé usando una combinacion de
técnicas de RMN de 1D y 2D y las medidas de las constantes de
acoplamiento homo y heteronuclear.

En la Figura N°3 se ilustra la estructura de la escopolamina
propuesta por Lounasmaa & Tamminen (1993), en donde se indica la
numeracion generalmente aceptada” de cada atomo de la molécula, y en
la Tabla N°2 se presentan los desplazamientos quimicos del espectro de
RMN'H de la escopolamina (base libre) en solucion de CDCls, medidos

a partir de la referencia interna de TMS.

* La numeracion de la molécula generalmente aceptada es la indicada por Chazin &Colebrook (1986).
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Figura N°3.- Estructura de la escopolamina propuesta por Lounasmaa &
Tamminen (1993).

Ademads, en la Tabla N°2 se incluyen los desplazamientos
quimicos de todos los protones de la escopolamina (base libre) en
CDCl; reportados por Chazin & Colebrook (1986), y por Robins et al.
(1993).

Finalmente, en la Tabla N°2 incluimos los valores de los
desplazamientos quimicos obtenidos del espectro RMN'H de la
escopolamina que aislamos de las hojas del toe (D. sanguinea), en

CDCls, espectro que se ilustra en la Figura N°4,
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Figura N°4.- Espectro de RMN'H de la escopolamina (300 MHz, CDCl5)

A continuacion presentamos el analisis de d1:ch0 espectro (Figura
N°4), teniendo presente que la interpretacion de un espectro de RMN'H
involucra principalmente la asignacion de los desplazamientos quimicos
de cada atomo de hidrégeno de la molécula.

Tabla N°2

DESPLAZAMIENTOS QUiMICOS (5, ppm) DE LOS ATOMOS DE
HIDROGENO DE LA ESCOPOLAMINA

Desplazamientos Quimicos del Protén (8, ppm)
Tipo de
Hidrégeno Chazin & Colebrook Sarazin et al. Robins et al. Tesis G. Muedas
(1986) (1991) (1993) (2006)

H-1 2,97 2,94 2,88 2,97
H-2ax 2,02 1,99 2,01 2,00
H-2eq 1,33 1,31 1,49 1,34
H-3 5,02 4,98 4,92 5,03
H-4ax 2,11 2,08 1,93 2,05
H-4eq 1,58 1,55 1,25 1,58
H-5 3,11 3,08 3,00 3,11
H-6 3,38 3,37 3,31 3,38
H-7 2,66 2,70 2,66 2,65
H-2’ 3,75 3,72 3,65 3,75
H-3'a 3,81 4,30 4,06 4,17
H-3'b 4,17 3,77 3,71 3,78
H-o 6,72 7,21 - -

H-m 7,35 7,29 - -

H-p 7,30 7,18 - -

CH;-N 2,45 2,42 2,36 2,46
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Finalmente, en la Figura N°5, se ilustra la estructura de la
escopolamina con los valores de los desplazamientos quimicos de cada

atomo de hidrogeno, segin Sarazin et al.-1991.

2,42
-~ CHs

- _OH
0‘/4,30; 3,77

:0: 7,21”\(/’@7’18

7,29
Figura N°S.- Estructura de la escopolamina con los valores de los desplazamientos

quimicos (8, ppm) para los hidrégenos (Sarazin et al.-1991).

¢) Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono, RMN"’C
Como hemos referido en la seccidon b) precedente, Sarazin et al.
(1991) realizaron la asignacion espectral por RMN'H y RMN"C,
completa e inequivoca, de la escopolamina (base libre) en solucion de
cloroformo deuterado CDCls;, proporcionando los valores de
desplazamiento quimico de cada uno de los atomos de carbono de la
molécula, a partir del espectro de RMN"C completamente desacoplado,

tal como se presenta en la Tabla N°3.
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Tabla N°3

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (8, ppm) DE LOS ATOMOS DE
CARBONO DE LA ESCOPOLAMINA

Numero de dtomo de Sarazin et al. (1991) Tesis G. Muedas (2006)
carbono’ & (ppm) & (ppm)
1 57,8 57,4
2 30,8 30,2
3 66,9 66,5
4 31,0 30,3
5 57,9 57,5
6 56,4 56,1
7 56,0 55,6
9 422 41,6
1’ 171,8 171,6
2’ 54,4 54,2
3 64,0 63,6
ipso 135,8 135,6
o-C 128,1 127,8
m-C 129,0 128,7
p-C 127,9 127,7

A continuacion reproducimos la interpretacion propuesta por

Sarazin et al. (1991):

1 La sefial a 171,8 ppm claramente puede atribuirse al atomo de
carbono de la funcidn éster R-COO-R”.

ii  Las sefiales de los atomos de carbono del anillo aromatico, C¢Hjs-,
estan en el rango 125-140 ppm.

iii  El desplazamiento quimico del atomo de carbono “para” (& = 127,9
ppm) se obtuvo por comparacion de la intensidad de su seiial en el
espectro de RMN"C completamente desacoplado.

iv La seiial a 135,8 ppm fue atribuida inequivocamente al carbono
“ipso” (enlazado al resto de la molécula) por medio del espectro de

DEPT-RMN"C,

* Ver Figura N°7.
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Las asignaciones del carbono “orto” y “meta” precedente, han sido
reportados de manera posiblemente equivocada, y por lo tanto,
usamos el espectro de RMN'C acoplado con 'H para obtener los
acoplamientos C-H de rango largo para estos carbonos aromaticos.

Las seflales a 129,0 ppm y 128,1 ppm, pueden por lo tanto ser
inequivocamente atribuido a los carbonos “meta” y “orto”,
respectivamente.

En el espectro de RMN'"C completamente desacoplado, diez
seflales fueron observados en la region debajo de 70 ppm, el cual
indica que todos los carbonos del anillo tropano son
magnéticamente no equivalentes. Esto es posible identificar a la
sefial del metilo a 42,2 ppm y las sefiales de los metilenos a 30,8;
31,0 y 64,0 ppm, mediante los experimentos DEPT.

Para completar las asignaciones de RMN"C se necesita el uso de
desplazamientos quimicos homo y heteronuclear de los
experimentos de correlacion.

Xl espectro de correlacion heteronuclear con desplazamicntos
quimicos de rango largo fue usado para asignar otros carbonos ,y
mas particularmente, para determinar a que lado del anillo tropano
pertenecen estos carbonos, considerando un plano de simetria.

El carbono de la funcion éster R-COOR’ y los carbonos “ipso” y
“orto”’del anillo fenilo, tienen un acoplamicnto de rango largo con
el mismo proton, el cual puede corresponder solamente a H-2°
(3,72 ppm).

La seilal a campo alto (30,8 ppm), de las dos ultimas sefiales de
metilenos no indicados, es asignada a C-2 y la seiial a 31,0 ppm
para C-4.

A partir del espectro de correlacion heteronuclear, la resonancia del

carbono a 57,8 ppm es asignado a C-1 y similarmente, el proton y
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carbono a 3,08 ppm y 57,9 ppm pueden atribuidos a H-5 y C-5,
respectivamente.

Asimismo, estos experimentos indican dos correlaciones para el

=3

|

carbono a 56,0 ppm, uno con H-5 y el otro con uno de los protones
del H-2 (8 = 1,99 ppm). El carbono a 56,0 ppm es atribuido a C-7,
y por razones similares el & = 56,4 ppm es debido a la resonancia
del C-6.

Asimismo, en la Tabla N°3 incluimos los valores de los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono obtenido del
espectro RMN'C de la escopolamina que aislamos de las hojas del toe

(D. sanguinea) en CDCls, espectro que se ilustra en la Figura N°6.
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Figura N°6 Espectro de RMN"*C de la escopolamina (300 MHz, CDCIs)

Finalmente, en la Figura N°7, se ilustra la estructura de la
escopolamina con los valores de los desplazamientos quimicos de cada

atomo de carbono, segun Sarazin et al.-1991.
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1O \/@127,9

129,0
Figura N°7.- Estructura de la escopolamina con los valores de los desplazamientos

quimicos (8, ppm) para los carbonos (Sarazin et al.-1991).

d) Espectro de Correlacion Homonuclear, 'H-'H COSY
Sazarin et al. (1991) proporcionan el espectro 'H-'H COSY para la

escopolamina, tal como se muestra en la Figura N°8.
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Figura N°8.- Espectro 'H-'"H COSY de la escopolamina en CDCl; (Sarazin et al.-1991)
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En este espectro (Figura N°8) se observa las siguientes correlaciones

'H-'H:

(5 ppm)
H-2eq (1,31)

H-4eq (1,55)

H-2ax (1,99)
H-4ax (2,08)
H-7 (2,70)
H-1(2,94)
H-5 (3,08)
H-6 (3,37)
H-2" (3,72)
H-3'b (3,77)
H-3"a (4,30)
H-3 (4,98)
H-p (7,18)

Hidroégenos correlacionados (6 ppm; J;_ 11z)
1-5 (3,08; 1,5),11-3 (4,98; 0,6), 11-4eq (1,55; 1,4),
H-2ax (1,99; -15)

H-5 (3,08; 1,5), H-3 (4,98; 0,6), H-2eq (1,31; 1,4),
H-4ax (2,08; -15)

H-3 (4,98; 5,0), H-5 (3,08; 3,9)

H-3 (4,98; 5,0), H-5 (3,08; 3,9)

H-6 (3,37, 3,0)

H-2ax (1,99; 3,9), H-2eq (1,31; 1,5)

H-4ax (2,08; 3,9), H-4eq (1,55; 1,5)

H-7 (2,70; 3,0)

H-3'a (4,3;9,2), H-3'b (3,77; 5,7)

H-2"(3,72;5,7), H-3"a (4,30; -10)

H-2' (3,72;9,2)

H-4ax (2,08; 5,0), H-2eq (1,31; 0,6), H-4eq (1,55; 0,6)
H-2ax (1,99; 5,0)

e) Espectro de Correlacion Heteronuclear, '"H-""C HETCOR

Sazarin et al. (1991) proporcionan el espectro 'I1-*C HETCOR

para la escopolamina, tal como se muestra en la Figura N°9 y N°10.
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Figura N°9.- Espectro HETCOR de la escopolamina en CDCl; (Sarazin et al.-1991)
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Figura N°10.- Espectro HETCOR de la escopolamina en CDCl; (Sarazin et al.-1991)
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En este espectro (Figura N°9 y N°10) se observa las siguientes

correlaciones *C-'H:

C( ppm)

C-2 (30,8)
C-4 (31,0)
C-9 (42,2)
C-7(56.,0)
C-6 (56,4)
C-1(57,8)
C-5(57.9)

C-37(64,0)

C-3(66,9)

p-C (127,9)
0-C (128,1)
m-C (129,0)
ipso (135,8)
C-1"(171,8)

Hidrégenos correlacionados (&6 ppm; "Jc.y Hz)

H-1(2,94; 1,2), H-4eq (1,55; 3,8)

-5 (3,08; 1,2), HH-2eq (1,31; 3,8)

H-1(2,94; 3,0), H-5 (3,08; 3.0)

H-2ax (1,99; 7,0), H-5 (3,08; 7,0)

H-1(2,94; 7,0), H-4ax (2,08; 7,0)

H-3 (4,98; 5,0), H-5 (3,08; 5,0), H-6 (3,37; 5,0)
H-3 (4,98; 5,0), H-1 (2,94; 5,0), H-7 (2,70; 5,0),
H-9 (2,42;5,0)

H-2" (3,72; -5,5), 119 (2,42; 5,0)

H-4eq (1,55; -7,0), H-1 (2,94; 7,0), 11-5 (3,08; 7,0)
H-0(7,21; 7,0), H-2eq (1,31; -7,0)

H-p (7,18, 6,5), H-0 (7,21, 6,5)

H-m (7,29; 7,5), H-2" (3,72; 6,5)

H-3'b (3,77; 7,0), H-0 (7,21; 2,0)

H-3 (4,98; 3,5), H-3"a (4,30; 3,5), H-3'b (3,77, 7.,0),
H-2" (3,72; 7,0), H-m (7,29; 7,0)

f) Espectro Ultravioleta, UV

En las referencias revisadas no hemos encontrado el espectro UV

de la escopolamina como base libre.

Muhtadi & Hassan (1990) muestra el espectro ultravioleta (UV)

para el bromuro de escopolamina en metanol (en el rango de

200-400 nm), en donde se indican los valores de maxima absorcion y

sus respectivas absortividades molares, tal como se muestra en la Figura

N°11.
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Midxima absorcion Absortividad molar
Anax (NM) €msx (L mol'ecm™)
h ' 246 57.8
252 30,8
258 66,9
264 31,0
-_-__-"\._.
Y
g |

Figura N°11.- Espectro UV del bromuro escopolamina en metanol (Muhtadi &
Hassan-1990)

g) Espectro Infrarrojo, IR
Tal como se menciond en la seccion precedente €), en las
revisiones realizadas no se ha encontrado el espectro IR de la
escopolamina como base libre.
Muhtadi & Hassan (1990) muestra el espectro infrarrojo (IR) para
el bromuro de escopolamina con disco de KBr (1:200). En este espectro
aparecen las bandas de absorcion mas caracteristicas del compuesto, tal

como se muestra en la Figura N°12.
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Figura N°12.- Espectro IR del bromuro escopolamina (KBr) (Muhtadi & Hassan-1990)

En la Tabla N°4 se indican las correlaciones de las frecuencias de
absorcion y los grupos funcionales presentes en el bromuro de

escopolamina reportados por Muhtadi & Hassan (1990).

Tabla N°4
FRECUENCIAS DE ABSORCION IR DEL BROMURO DE ESCOPOLAMINA

Frecuencia de Muhtadi & Hassan -1990
absorcién, v (cm") Grupo funcional
3350 (s) OH
2950 CH (estiramiento)
2810 N-CHj,
1728 (s) -COO- (éster)
1600 C=C (aromatico)
1166 (s), 1045 (s) C-O-C (éter)
780, 735, 700 (s) SH (aromatico monosustituido)
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S. Biosintesis de la escopolamina

Paralelamente al desarrollo de la quimica organica de sintesis,
desde los primeros afios del siglo XX, los cientificos intentaron explicar
la biosintesis de los constituyentes quimicos presentes en las plantas,
presentando hipotesis relativas a la secuencia de transformaciones que
experimentaba un determinado compuesto de partida (el precursor)
hasta transformarse en el compuesto aislado de la planta (la denominada
ruta biosintética), basandose unicamente en las posibles reacciones
quimicas que podria realizarse a partir del precursor.

Afortunadamente a inicios de los afios 60, la sintesis de
compuestos marcados (radiactivos), generalmente con el isétopo de
carbono-14, "C, y con ello el empleo de precursores marcados, permitio
hacer el seguimiento de las distintas transformaciones que
experimentaba tal precursor hasta convertirse en el compuesto aislado
de la planta. Asi, la incorporacion de precursores marcados se convirtio
en la técnica de rutina en el estudio de la biosintesis de alcaloides.

LLa biosintesis de los alcaloides tropanicos y en particular de la
escopolamina, considera a la omnitina (1) como el principal precursor
(Humphrey & O’Hagan-2001 y Shimomura et al.-1995) (ver Figura
N°13).
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Figura N°13.- Biosintesis de la escopolamina a partir de la ornitina (Humphrey &

O’Hagan-2001 y Shimomura et al.-1995)
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B. ESTUDIOS QUIMICOS GENERALES

1.

Analisis cualitativo (marcha fitoquimica)

Se han revisado tres procedimientos citados en la bibliografia:

1. Reyna (1999-b), basado en Rondina & Coussio (1969) (Anexo N°2).
1. Lock (1994).
iii. Miranda (2002).

Lock (1994) proporciona esquematicamente tres procesos sin
ofrecer los detalles experimentales respectivos, siendo €l mas amplio de
ellos similar al procedimiento de Rondina & Coussio (1969).

Miranda (2002) sigue un procedimiento totalmente diferente, para
llegar a los mismos resultados. Este procedimiento tiene dos
desventajas: a) el uso de éter etilico, que es un solvente muy volatil y
costoso, y debe usarse con mucha precaucion por la posible presencia
de peroxidos organicos, y b) la utilizacion de una mayor cantidad de
muestra y de solventes, debido a que los extractos se obtienen por
percolacion’.

En esta tesis se ha seguido el procedimiento descrito por Reyna
(1999-b), (ver Anexo N°2).

Test de alcaloides

Para la deteccion de alcaloides presentes en plantas o en sus
extractos se utilizan diversos test (reacciones de precipitacion vy
coloracion), algunos de ellos se les consideran como generales y otros
especificos. Se ha escogido dos de ellos: Mayer y Dragendorff, por ser
pruebas generales para alcaloides, los cuales se describen en el Anexo
N°3.

. ., .. . .
Percolacion.- Procedimiento mediante el cual se hace pasar el solvente a través de la muestra empacada

en un recipiente adecuado, por accion de la gravedad (ver Pag. 37).
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3. Analisis cuantitativo de alcaloides

Se revis6 dos procedimientos referentes a la determinacion
cuantitativa de alcaloides en muestras vegetales: el método descrito en
la 20" edicion de la Farmacopea de los Estados Unidos (1980) y el
propuesto por Pelt et al. (1967). A continuacidon describiremos ambos
métodos, los cuales, para su mejor comprensidon, presentamos
subdividido en subtitulos (muestra utilizada, extraccion sélido-liquido,
separacion liquido—liquido, eliminacion de las bases volatiles residuales

y determinacion cuantitativa de los alcaloides).

a) Procedimiento de la 20"™ ed. U.S. Pharmacopoeia-USP (1980)
“Analisis cuantitativo de alcaloides™
e Muestra utilizada
Muestra vegetal seca (a baja temperatura) y molida.
e Extraccion sélido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)
Se contemplan tres métodos:
1.a Maceracion.- Se deja macerar la muestra con el solvente o mezcla
de solventes y se alcaliniza con amoniaco, durante 12 a 24 horas.
Se decanta el sélido y se separa del extracto.
1.b Percolacion.- Se satura una cantidad exactamente pesada de muestra
con ¢l solvente o mezcla especificada en un recipiente.
Se deja reposar por 5 minutos y se alcaliniza con una solucion de
amoniaco NHj,), mezclando luego completamente.
Se trasvasa a un percolador cilindrico empacado con algodon y se
deja macerar de 1 a 12 horas.
Se deja percolar lentamente con el solvente hasta que la muestra
quede exenta de alcaloides (test de Valser).
1.c Extraccion continua.- Se coloca la muestra pesada en un dedal de

extraccion y se lleva a un extractor soxhlet.
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Se humedece la muestra con el solvente especificado y se alcaliniza
con solucion de amoniaco. Se dejar macerar de 6 a 12 horas.

Se extrae por un tiempo determinado o hasta extraccion completa.

e Separacion liquido—liquido (Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

11

111

Se extraen los alcaloides del solvente organico agitando con un
acido, luego se alcaliniza la solucion, con un hidréxido alcalino, y
se extrae con un solvente inmiscible.

Se evapora la solucidon de alcaloides purificados con un bafio de

vapor o con corriente de aire, obteniéndose asi el EBA.

e Determinacion de los alcaloides

v

Se adiciona 1 mL de alcohol neutro o éter y una cantidad
exactamente medida de acido estandarizado (una y media o dos
veces el volumen que se estima sera consumido por los alcaloides)
y se calienta ligeramente para asegurar la disolucion total de los
alcaloides.

Se titula el exceso de acido con una solucidn alcalina estandarizada

usando como indicador rojo de metilo.

b) Procedimiento de Pelt et al. (1967). “Comparacion de diversos

métodos oficiales para la cuantificacion de alcaloides de Solanaceas”.

e Muestra utilizada

Muestra vegetal seca y pulverizada

e Extraccion solido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

1

111

Alcalinizacion de la muestra con una soluciéon de amoniaco
concentrado NHj,e) 15 N.

Maceracion con una mezcla de solventes: etanol-cloroformo (1:2),
etanol-éter etilico (1:2) 6 éter etilico-cloroformo (3:1).

Extraccion de la muestra con éter etilico usando un soxhlet,

verificando si la extraccion es completa mediante el test de Mayer.
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iv Evaporacion de los solventes organicos, obteniéndose asi el EBO.
e Separacion liquido—liquido (Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)
v Disolucion del EBO con una mezcla de éter etilico-cloroformo y
extraccion de los alcaloides, como sales, mediante la adicion de una
solucion acuosa de acido sulfurico HySOjy,) 0,5 N.
vi Alcalinizacion de la solucion acida con una solucion de amoniaco
concentrado NHj(,) 15 N, y extraccion de los alcaloides como bases

libres en una mezcla de éter-cloroformo.

S

Evaporacion del solvente organico, obteniéndose asi el EBA.
Eliminacion de las bases volatiles residuales.

Disolucion del EBA en cloroformo CHCls.

‘<
LX)
)
—

1%

>

Evaporacion del solvente en bafio maria.
x1 Repeticion de la operacion, de las etapas viii y ix, respectivamente.
e Determinacion de los alcaloides

xi1 Disoluciéon del EBA en cloroformo CHCls.

xiii Adicion de 50 mL de solucion estandarizada de acido sulfurico

H2SO4(ac) 0,02 N.

xiv Evaporacion del solvente organico en bafio maria.

xv Filtracion y lavado del filtrado.

xvi Adicion del indicador rojo de metilo.

xvii Titulacidn del exceso de acido con una solucidn estandarizada de

hidroxido de sodio NaOH, 0,02 N.

¢) Procedimiento realizado en la tesis
En la presente tesis se ha seguido el método de Pelt et al. (1967),
con ciertas modificaciones, siendo la principal la observacion del punto
final de la cuantificacion de alcaloides mediante titulacion

potenciométrica.
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En la Tabla N°5 se hace un resumen comparativo entre ambos

procedimientos.

Tabla N°5

COMPARACION DEL METODO DE ANALISIS CUANTITATIVO DE ALCALOIDES
DESCRITO POR PELT ET AL.-1967 Y TESIS G. MUEDAS-2006

NATURALEZA DE LAS PELT ET AL. TESIS G. MUEDAS
OPERACIONES (1967) (2006)
PESO DE LA MUESTRA 10g S0g

Eter-cloroformo, 3:1 (150 mL).

DESENGRASE No sc rcaliza. n-hexano, con agitacion.
ALCALINIZACION Amoniaco concentrado (8 mL). Amoniaco concentrado (90 mL).
Alcohol 95°-cloroformo, 1:2 (30 mL) 6 R
SOLVENTE Elanol-élcr, 1:2 (30 mL) o Mclanol-clorolormo, 1:1 (|50 mL).

FORMA DE EXTRACCION

Maccracion: 12 hrs, agitacion, o una
combinacién dc ambas.

Maccracion 72 hrs.

EXTRACCION

SEPARACION DE LA
SOLUCION EXTRACTORA

Extraccion con Eter ctilico ¢n soxhlet.

Mczcla de metanol-cloroformo-acctato de

ctilo, 1:1:4 utilizando soxhlet.

VERIFICACION DE LA
EXTRACCION

Rcactivo de Mayer.

Rcactivo dc Mayer.

PURIFICACION Y

Evaporacién dcl solvente.
Recmplazo del
mczcla de éter-cloroformo.

o Paso dc los alcaloides a una solucion
dc acido sulfurico 0,5 N.

solventc con la|e

Evaporacion dcl solvente.

Disolucion del sélido con la mczcla

mctanol-cloroformo, 1:10.

Paso dc los alcaloides a una solucion de

acido sullurico 0,5 N.

PUNTO FINAL

Rojo dc metilo

Titulacién potenciomélrica

ELIMINACION DE ° Basificacion dc la solucidn acida con Lavado dc la solucion acida con
é PIGMENTOS Y OTRAS amoniaco acuoso y rclorno dc los cloroformo.
O | FRACCIONES SOLUBLES alcaloides libres a una mczcla de Basilicacion dc la solucion acida con
éter-cloroformo. amoniaco acuoso y cxtraccion de los
% alcaloides libres con clorotormo.
a‘; o Evaporaci(’)n dcl solvente. Evaporacién del solvente.
e ° IS5 minutos cn baiio maria hirvicnte.
Redisolucion  del residuo  cn Disolucidn del sélido en cloroformo.
ELIMINACION DE LAS cloroformo. A
BASES VOLATILES Evaporacién a scquedad. Evaporacion cn cl rotavapor (35°C,
15 minutos cn bao maria hirvicnte. 450-50 mbar).
Repeticion de la operacion 4 veces.
° Rcdisolucion  del residuo ¢n Redisolucion del restduo en cloroformo.
z cloroformo.
© Adicién de 20 mL de H,SO, 0,02 N. Adicién de 45 mL de H,804 0,02 N.
E TITULACION Evaporacién dcl cloroformo cn bailo [ e  Evaporacion del cloroformo cn  cl
O ACIDO-BASE maria. rotavapor.
5 e  Filtracién y lavado del filtrado.
5 Titulacion del cxceso de acido con Titulacion del cxceso de dacido con
< NaOH 0,02 N, NaOH 0,02 N.
o OBSERVACION DEL
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4. Aislamiento de alcaloides

En este acipite se presentan tres procedimientos para el

aislamiento de alcaloides.

a) Procedimiento de Reyna & Torpoco (1993)

Muestra utilizada

Hojas de Chacruna (Psychotria viridis), seca y molida.

Extraccion solido—liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

1 Desengrase del material vegetal con éter de petroleo (50-90 °C).

i1 Alcalinizacion con una solucion acuosa de amoniaco NHj() 5%.

i1 Extraccion a refluyjo con etanol.

iv Eliminacion del solvente por destilacion simple: se obtiene el EBO.

Separacion liquido—liquido(Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

v Disolucion del EBO con una solucion de acido sulfurico
H>SO4(ac) 2,0 N.

vi Lavado con solvente organico (cloruro de metileno, CH,Cl,), se
descarta la fase organica.

vii Alcalinizacion del extracto acuoso con carbonato de sodio
Na,COj3) y extraccion de los alcaloides libres con cloruro de
metileno.

viii Concentracion por destilacion simple: se obtiene el EBA.

Purificacion e Identificacion

ix El EBA se purifica mediante CPP* y CC": Obtencion del alcaloide
N,N-Dimetiltriptamina puro.

x Identificacion: Espectro de Masas y de RMN'H del alcaloide.

Resultados: Aislamiento e identificacion de la N,N-Dimetiltriptamina de

las hojas de chacruna (Psychotria viridis).

CPP: Cromatografia en Placa Preparativa y CC: Cromatografia en Columna.
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b) Procedimiento de Hoet & Rios (1980)

e Muestra utilizada

Muestra de Datura stramonium, seca y molida

e Extraccion solido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

1

Alcalinizacion de la muestra vegetal con una solucidn acuosa de
amoniaco NHj,)

Extraccion en frio con una mezcla de solventes organicos de
etanol-éter (20:40).

Extraccion en un extractor soxhlet con éter, hasta que el resto
solido quede exento de alcaloides (test de Mayer negativo).

El extracto organico se concentra, con la finalidad de eliminar el

solvente, obteniéndose asi el EBO.

e Separacion liquido-liquido (Obtenciéon del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

<

Disolucion del EBO con una mezcla organica de éter-cloroformo.
Extraccion con acido sulfurico HSOyc) 0,5 N (4x50 mL).

La fase acuosa acida se alcaliniza (hasta pH 11) con una solucion
acuosa de amoniaco NHj,).

Se extraen los alcaloides libres con solvente organico. Se descarta
la fase acuosa.

Las fases organicas se reunen, se secan con sulfato de sodio

anhidro Na,SOy,) y se concentra, obteniéndose asi el EBA.

¢) Procedimiento de Vitale et al. (1995)"

e Muestra utilizada

Semillas de Datura ferox, fresca y molida (5 g).

e Extraccion sdlido-liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

1

Extraccion a temperatura ambiente con una mezcla de
etanol-NH3,) 28% (95:5; 20 mL), durante 12 h.

* Titulo del articulo: “Alkaloids of Datura ferox from Argentina” (Pag. 84: Extraccidn).
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n  El extracto organico se filtra y concentra a presion reducida,
obteniéndose un residuo gomoso, el EBO.
e Separacion liquido-liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)

m  Extraccion con acido clorhidrico HCl, 1,0 N (2x10 mL), y

filtracion.

v La fase acuosa acida se alcaliniza (hasta pH 9,8) con una solucion
acuosa de carbonato de sodio Na;COj3,c) 0,7 M.

\% Se extraen los alcaloides libres con cloruro de metileno CH,Cl,

(3x5 mL). Se descarta la fase acuosa.

vi Las fases organicas se reunen, se secan con sulfato de sodio
anhidro Na,SOy) y se concentra, obteniéndose asi el EBA (28 mg;
0,56%).

Observacion.- Hoet y Rios (1980), al igual que Vitale et al. (1995),
realizaron la determinacion cuantitativa del total de alcaloides, y no se
ocupan del aislamiento de cada alcaloide individual. Sin embargo, el
procedimiento que emplean hasta la obtencion del Extracto Bruto de
Alcaloides (EBA), constituye uno de los procedimientos clasicos, por

lo que presentamos en esta seccion.

d) Comparacion de Procedimientos
Los procedimientos de aislamiento de alcaloides presentados,
siguen dos grandes etapas para la obtencion del Extracto Bruto de
Alcaloides, siendo éste el procedimiento experimental realizado en
nuestra tesis. Este esquema de trabajo se resume a continuacion.
e Extraccion solido-liquido (Obtencién del Extracto Bruto Organico, EBO)
1 Desengrase con solventes organicos
Esta etapa tiene como objetivo remover los lipidos y pigmentos
coloreados que contiene la planta, para obtener extractos exentos de

sustancias que dificulten la purificacion ulterior del alcaloide.
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5. Identificacion espectroscopica de compuestos organicos (Reyna, 2005)

Actualmente estd plenamente establecido que las cinco técnicas
espectroscopicas, a saber, la Espectrometria de Masas (EM), la
espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
(RMN 1H) y de Carbono (RMN”C), la espectroscopia de Infrarrojo (IR)
y la espectroscopia Ultravioleta (UV), son las herramientas principales
para la determinacion de la estructura de los compuestos organicos.

La amplitud de cada método puede definirse como la cantidad de
informacion util obtenible de ella, lo cual es funciéon no solamente de la
cantidad total de informacion sino también de su interpretabilidad. Y
esto varia de problema a problema, y cada método tiene sus
aficionados; sin embargo, podemos afirmar que la utilidad disminuye
en el orden:

RMN ('Hy PC) > EM >>IR > UV

Los fundamentos técnicos necesarios para comprender cada
método varia de acuerdo a la naturaleza del experimento, sin embargo,

la cantidad basica (minima) de teoria disminuye en el orden.

RMN >> EM > IR ~ UV

Espectrometria de Masas, EM

En un espectrometro de masas, las moléculas que se encuentran en
un estado gaseoso y a baja presion son bombardeadas con un haz de
electrones de alta energia (70 eV 6 1600 Kcal/mol), y uno de los
efectos que este bombardeo produce es desprender uno de los
electrones de la molécula y producir un i16n de carga positiva (con un

numero impar de electrones, un cation radical) al que se denomina “i6n

molecular” y se lo representa por M *
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Ademas el haz de electrones imparte a los iones moleculares un
excedente muy grande de energia, que es muy superior a lo que se
requiere para romper los enlaces covalentes de las moléculas (50 a 100
Kcal/mol), y asi poco después que se forman los iones moleculares la
mayoria de ellos se “fragmentan” en diversas formas, que dependen de
la naturaleza del 16n molecular especifico.

En seguida, el espectrometro de masas separa la mezcla de iones
resultante de acuerdo a su relacion de masa/carga, m/z, y se registra la
abundancia relativa de cada fragmento i6nico. El espectrometro
presenta estos resultados en una grafica donde aparece las intensidades
de los fragmentos 10nicos positivos respecto a m/z (esto es, respecto a
su masa, puesto que la carga de los iones es unitaria); obteniéndose asi
el espectro de masas.

A la sefial (o pico) mas intensa en el espectro, denominada “pico
base” se le asigna un valor de 100%, y las intensidades de los otros
picos, incluyendo el del i6n molecular, son reportados como porcentaje
del pico base.

La espectrometria de masas tiene dos aplicaciones importantes en
el estudio de compuestos organicos:

1 La determinacion de la masa molecular del compuesto analizado,

en la cual su precision es superior a cualquier otro método; y
1 La deduccion de la estructura del compuesto a partir del analisis

cuidadoso de los diversos fragmentos que constituyen el espectro

de masas.

Actualmente, la espectrometria de masas-EM se utiliza en el
analisis de mezclas de compuestos organicos, a condicion de separar
previamente los compuestos de la mezcla. Los acoplamientos en linea,

de equipos acoplados de cromatografia de gases-CG/EM y de
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cromatografia liquida-HPLC/EM constituyen una de las principales

técnicas para analizar mezclas.

b) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidroégeno,
RMN'H

Se conoce como resonancia magnética nuclear RMN al proceso de
absorcion de energia que experimenta el nicleo de un elemento, en este
caso el hidrogeno, cuando se le coloca en un campo magnético fuerte y
simultaneamente se lo irradia con energia electromagnética.

Esta absorcion de energia, al igual que todos los procesos que se
llevan a cabo a escala atdomica y molecular, esta cuantizada: La
absorcion de energia solo se verifica cuando la fuerza de campo
magnético y la frecuencia de radiacion electromagnética (sobre un
nucleo de hidrégeno particular) tienen valores especificos.

Los instrumentos conocidos como espectrometros de RMN
permiten medir la absorcion de energia en los nucleos de hidrogeno (de
un compuesto organico). Estos instrumentos estan disefiados de manera
que irradian al compuesto con energia electromagnética de frecuencia
constante (60, 80, 200, 500 u 800 MHz) mientras se varia la fuerza del
campo magnético. Cuando este campo magnético alcanza la fuerza
correcta, los nucleos de hidrogeno absorben energia (y se produce la
“resonancia’): esta absorcion es registrada por el instrumento como una
sefial (un pico o una serie de picos) sobre una hoja de papel calibrado.

El espectro de RMN constituye la grafica de la frecuencia de los
picos de absorcion (expresado en unidades de 8, en partes por millon—
ppm) en funcidn de las intensidades de tales sefiales.

La interpretacion de un espectro de RMN involucra el analisis de

las tres principales caracteristicas que presentan estos espectros:
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1 Los “desplazamientos quimicos”, esto es la posicion y numero de
seiiales diferentes que aparecen en el espectro: proporciona
informacion sobre los diferentes tipos de hidrégeno en la molécula
y el entorno quimico de cada tipo de proton;

1 la intensidad de cada seiial, registrada experimentalmente por el
equipo de RMN como una “integracion”: nos indica el nimero de
hidrégenos que corresponde a cada seiial;

m el “acoplamiento spin-spin”, esto es la interaccién entre
hidrégenos vecinos, que se presenta en el espectro como
divisiones de cada sefial: nos indica el nimero de hidrégenos

vecinos que tiene el protdon que origina la seiial.

Un espectro de RMN se considera plenamente identificado cuando
a cada una de las seflales que aparecen en el espectro se le puede
asignar uno o un grupo de hidrégenos de la molécula en estudio. Esto
es, a cada hidrégeno, o grupo de hidrégenos equivalentes, de la
molécula debe corresponder una sefial en el espectro que satisfaga los
requerimientos de desplazamiento quimico, integracion € interaccion
spin-spin correspondientes.

Sin embargo, el “modus operanti” del quimico organico al
interpretar un espectro de RMN es identificar s6lo aquellas sefiales
donde puedan deducirse facilmente los acoplamientos spin-spin y, por
lo general, no estd interesado en encontrar soluciones precisas a

sistemas complejos.

¢) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono,
RMN"C
La RMN"C se ha convertido en la técnica principal para dilucidar

la estructura de compuestos orgéanicos. Mientras la RMN'H nos permite
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identificar los protones enlazados a la estructura de la molécula, la
RMN"C nos permite identificar los atomos de carbono; por éllo, la
RMN"C es un complemento perfecto de la RMN'H para dilucidar la
estructura completa de un compuesto.

Igual que en el isotopo de hidrégeno 'H, el nucleo del isétopo de
carbono-13, °C, tiene un numero de espin 1=1/2, que permite utilizarlo
ya que dara una seifial en espectroscopia de RMN, y por ello, los
principios fisicos de la RMN"C son los mismos que los de la RMN'H.
Sin embargo, se presenta una diferencia. En la RMN'H se estudia al
isotopo natural mas comin del hidrégeno, 'H, cuya abundancia es del
99,98% del total de hidrogenos. Por el contrario, en la RMN"C se
estudia al isotopo de carbono menos abundante, al >C, que constituye
el 1,1% del elemento carbono, lo que genera menor sensibilidad. Esta
deficiencia deviene en una ventaja, en razon de que no se observan
desdoblamientos del tipo >’C=">C en los espectros de RMN'’C, a pesar
que dichos nucleos vecinos pueden desdoblar sus seiiales entre si, pero
las probabilidades que se encuentren dos nucleos de >C resultan muy
escasas.

Una desventaja de la baja abundancia isotopica del ’C es que se
hace necesario utilizar técnicas especiales que hacen que en el espectro
las areas de los picos no sean proporcionales al namero real de
carbonos en la molécula. Por ello, la integracion de la sefial no se
practica en la RMN'C.

Otra desventaja es que debe utilizarse una cantidad de muestra
mayor (aproximadamente 20 mg) que la requerida para obtener un
espectro de RMN'H (aproximadamente 4 mg).

Al igual que la RMN'H, la RMN"C proporciona informacion del
entorno electronico en el que se encuentra cada atomo de carbono en la

molécula. Los desplazamientos quimicos en la RMN'"C son mas o
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menos paralelos a los de la RMN'H. El compuesto de referencia,
tetrametilsilano, (CHj3)4S1, TMS, absorbe a campo alto, mientras que los
atomos de carbono aldehidico y carboxilico lo hacen a campos mas
bajos.

Los desplazamientos quimicos en la RMN'’C son mucho mayores
que los observados en la RMN'H, extendiéndose la zona de absorcion
en el rango de 0 a 250 ppm (8) hacia campo bajo de la sefial del TMS.
Esto hace que los espectros de RMN"C sean mas sencillos que los de
hidrégeno, 'ya que en un espectro de ’C es poco probable que se
observen sefiales sobrepuestas.

Existen dos clases de espectros de RMN'C: en uno se observa los
acoplamientos spin-spin *C—'H (espectro acoplado a 'H), y en el otro
no (espectro desacoplado a 'H).

En el espectro de RMN'"’C desacoplado a 'H de banda ancha,
el nucleo de °C no esta acoplado con los del 'H y, por lo tanto, no
muestra acoplamiento spin-spin. El desacoplamiento se hace
electronicamente  irradiando la muestra con una segunda
radiofrecuencia. Dado que no hay desdoblamiento de seiiales, la seifial
de cada grupo de atomos de carbono magnéticamente equivalentes
aparece como un <singulete>. Este tipo de espectro permite determinar,
de una manera sencilla, el nimero de atomos de carbono diferentes en
la molécula, que corresponde al nimero de sefiales que aparecen en el
espectro.

En los espectros de RMN'"C acoplado a '"H no se suprime el
acoplamiento >C—'H vy, en este caso, la sefial de cada carbono se
desdobla por accion de los protones directamente enlazados a €I,
aplicandose también la regla “n + 1” donde n es el nimero de atomos
de hidrogeno enlazados al atomo de carbono que se analiza. Asi, un

carbono cuaternario (enlazado a cuatro grupos alquilicos y sin H
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enlazado a él) presenta una seilal singulete; un carbono terciario (que
sOlo tiene 1 H enlazado) presenta un doblete; un carbono secundario
(que tiene 2 H) presenta un triplete y un carbono primario (un grupo

metilo, CH3) presentara un cuadruplete.

Espectros de RMN con transferencia por polarizaciéon. Espectros
de RMN"C-DEPT. Uno de los métodos con secuencias de pulsos (45°,
90° y 135°) de uso rutinario en la investigacion de laboratorio es, por
ejemplo, la RMN">C-DEPT (en inglés, “Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer”, es decir, transferencia por polarizacion
aumentada y no distorsionada).

Este tipo de espectro permite distinguir el tipo de carbono CHs,
CH,, CH o C uaemario» al que pertenece una determinada seilal. En
particular, es especialmente util para superar la confusiéon de un
espectro de RMN'’C acoplado a 'H en el que se superponen las seiiales
multipletes proximas. El experimento DEPT consta de tres espectros:
un primer espectro registrado con pulsos de 45° (DEPT-45) en el que
aparecen sefiales de CH, CH, y CHj3;; un segundo espectro registrado
con pulsos de 90° (DEPT-90) que solo muestra las sefiales de los
carbonos unidos a un solo hidrogeno (CH); y por ultimo un tercer
espectro registrado con pulsos de 135° (DEPT-135) en el que aparecen
seflales positivas para CH y CHj, absorciones negativas para CI,, y en
el que los carbonos cuaternarios carecen de seiial.

El espectro de RMN'"’C-DEPT obtenido para el compuesto

escopolamina se presenta en la parte experimental de esta tesis
(pag. 89).
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d) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear Bidimensional
Existen diversos experimentos de resonancia magnética nuclear de
dos dimensiones, y entre los mas utilizados se encuentran los
experimentos de RMN bidimensional homonuclear COSY™, y de RMN
bidimensional heteronuclear HETCOR™ y HMBC™.
Los experimentos bidimensionales, COSY, HETCOR y HMBC,
muestran dos ejes de coordenadas, los cuales estan representados por

desplazamientos quimicos (8, en ppm).

Espectros 'H-'H COSY

En los espectros 'H-'"H COSY se pueden observar la correlacion de
pares de nucleos de hidrogeno por medio del acoplamiento spin-spin, a
través de un diagrama de entorno. En este diagrama, el espectro de
hidrogeno aparece a lo largo de la diagonal, como manchas
contorneadas, las cuales representan la intensidad de los picos. Fuera de
la diagonal se observan otras manchas contorneadas, las cuales son el
resultado de la correlacion de pares de nucleos por medio del
acoplamiento spin-spin.

En principio este tipo de espectros abarcan a los acoplamientos
intensos (geminales y vecinales).

Hay que notar que en los espectros 'H-'H COSY, se muestran
manchas contorneadas de menor intensidad con respecto a las
examinadas. Estas manchas se deben a que también se pueden detectar
a veces interacciones entre nucleos enlazados a larga distancia (tres y

hasta cuatro enlaces).

* COSY : Correlated Spectroscopy (Espectroscopia de Correlacion).
** HETCOR : Heteronuclear Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de Correlacién Heteronuclear).

*** HMBC : Heteronuclear Multiple Bond Correlation (Correlacion Heteronuclear de Enlace Multiple).
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En nuestra tesis hemos obtenido este tipo de espectro para la

escopolamina (pag. 92).

Espectros 'H-'*C HETCOR

En los espectros 'H-">C HETCOR, se correlacionan los picos del
espectro de 'H con los picos del espectro de *C. El espectro de 'H es
presentado en el eje axial vertical y el espectro de '*C de banda ancha
desacoplado esta presente en el eje horizontal. La correlacion de 'H-">C
se representa por un diagrama de entorno, al igual que los espectros de
'H-'H COSY.

El arreglo bidimensional obtenido en este experimento permite
asociar las sefiales del proton con las del carbono, de tal manera que
facilmente se identifica los protones enlazados a los carbonos de la
molécula.

En nuestra tesis hemos obtenido este tipo de espectro para la

escopolamina (pag. 94).

Espectros HMBC

El espectro HMBC es muy sensitivo para la determinacion de la
conectividad® 'H-">C a larga distancia (dos y tres enlaces), y de esta
manera se puede solucionar completamente los problemas que se
presenta con los otros experimentos bidimensionales, ya que brinda una
informacion completa.

Este espectro, presenta algunas diferencias respecto al espectro
HETCOR: en el eje axial vertical, se presenta el espectro de °C y en el
eje horizontal, el espectro 'H.

Su mayor aplicacion incluye las asignaciones de resonancias de

nucleos de carbonos y nitrogenos no protonados y la correlacion de

* Conectividad.- Acoplamiento entre nicleos separados a dos o mas enlaces.
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rango amplio de carbonos protonados que estan separados por carbonos

no protonados y otros heteronucleos.

Espectroscopia de Infrarrojo, IR

El espectro de infrarrojo de un compuesto es una representacion
grafica de la longitud de onda A ¢ del numero de onda v, en el rango
de radiacion infrarroja (4000 a 200 cm™"), en relacion a la transmitancia
(%T) o absorbancia (A) que presenta la muestra.

En la bibliografia se encuentran espectros IR lineales en numero
de onda v (cm™), y en longitud de onda A (um); y es importante tener
presente —para propositos de comparacion entre espectros— que un
espectro lineal en niimero de onda v'' (¢cm™) tiene una apariencia muy

diferente de aquel que es lineal en longitud de onda A (um).

A diferencia de los espectros de masas y de RMN, los espectros IR
aun de moléculas muy simples pueden ser extremadamente complejos.
Sin embargo, el quimico organico toma ventaja de esta complejidad
cuando compara el espectro de un compuesto desconocido con aquel de
una muestra de referencia: la correlacion de las bandas de absorcion de
ambos espectros es una excelente evidencia de identidad. No es posible
que dos compuestos cualesquiera, excepto los enantiomeros opticos,
tengan el mismo espectro de IR.

A pesar de esta complejidad y del hecho que el espectro IR es
caracteristico de toda la molécula, ciertos grupos de atomos (los grupos
funcionales) originan bandas a, o cerca de, la misma frecuencia sin
importar la estructura del resto de la molécula, lo que permite al
quimico obtener util informacidon estructural acerca de los grupos
funcionales presentes (por ejemplo: el grupo oxhidrilo OH, el grupo
carbonilo C=0, etc.) mediante simple inspeccion del espectro y la

referencia a las tablas de frecuencias de tales grupos.
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Dado al hecho que contamos con los espectros de Masa y de RMN
para la identificacion de un compuesto organico, en la practica no se
realiza un analisis detallado del espectro de IR, limitdndose a la

identificacion de grupos funcionales.

Espectroscopia de Ultravioleta, UV

El espectro de UV de un compuesto es una representacion grafica
de la longitud de onda A de absorcion, en el rango de la radiacion
ultravioleta cercano (200 a 400 nm), en relacion a la intensidad de
absorcion (expresada como absorbancia A x 100; 6 absortividad molar
Log €). El espectro UV consiste en una banda ancha de absorcion
extendida sobre un amplio rango de longitudes de onda, cuyas
caracteristicas principales son su posicion y su intensidad.

La posicion de la absorcion UV se especifica como Ans (nm) |, €s
decir la longitud de onda del punto maximo de la curva de absorcion, la
cual corresponde a la longitud de onda de la radiacion cuya energia es
la requerida para que se produzca una transicion electronica.

Los espectros de UV proporcionan menor informacion acerca de
la estructura de los compuestos, que aquella proporcionada por los
espectros de masas y de RMN, y se aplica principalmente y
practicamente de manera exclusiva al estudio de sistemas conjugados,
tales como:

\C—C C‘_C< ’ >C——=C—C 6 <

/]




III. PARTE EXPERIMENTAL
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PRESENTACION

La composicion quimica de una planta varia cualitativa y
cuantitativamente, en funcion del organo de la planta; por lo que deben
estudiarse separadamente las hojas, los tallos (o la corteza), las semillas, las
flores, etc.

Asi, en nuestro laboratorio se emprendio el estudio quimico del toe
(Datura sanguinea), planta colectada en la provincia de Huancabamba
(Dpto. Piura, a 2000-3000 msnm), habiéndose concluido una tesis sobre el
“Estudio Quimico de las semillas del toe, Brugmansia sanguinea”
(Céndor-2004).

Simultaneamente, inicié durante el Per. Acad. 2000-I, el estudio
quimico de las hojas de esta planta realizando el Estudio Fitoquimico de las
hojas del toe (B. sanguinea) como tema del curso CQ 561-Proyecto de
Tesis I, continuando con el Analisis Cuantitativo de alcaloides de sus hojas
como tema del curso CQ 562-Proyecto de Tesis II, durante el Per. Acad.
2000-I1.

Posteriormente, este tema de investigacion fue inscrito como tema
de Tesis de Licenciatura en Ciencias-Mencion Quimica, con N° de Registro
208 de fecha 22 de enero del 2003 (que actualizé el Registro N° 173, de
fecha 05.06.2001).

Consideramos importante indicar que las etapas experimentales de
laboratorio quimico, desde el secado de la planta hasta la obtencion del
extracto de alcaloides, se realizaron en el ambiente de Investigacion de
Quimica de Productos Naturales (C3-175) del Laboratorio N°12 de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria, en el
periodo comprendido entre junio del 2001 y abril del 2005.

Asimismo, durante este periodo realizamos varios ensayos de
purificacion de estos extractos, mediante cromatografia en columna, sin

lograr la obtencion del alcaloide puro.
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La obtencion de la escopolamina pura, el principal alcaloide
contenido en las hojas del toe, se logro en dos etapas: primero se realizo
una purificacion parcial mediante cromatografia en columna, y luego se
logro la purificacion final mediante cromatografia en placa preparativa.

La identificacion del alcaloide se realiz6 mediante el analisis de
sus espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN'H) y
de Carbono (RMN"C) y, ademas, mediante sus espectros 'H-'H COSY y
'H-"C HETCOR.

Consideramos pertinente reconocer que los procedimientos
modemos de purificacion e identificacion de alcaloides involucran el uso
de equipos acoplados de separacion cromatografica e identificacion
espectroscopica, como la cromatografia de gases-espectrometria de masas
CG-EM, procedimientos que pudimos experimentar durante la etapa final
de esta tesis, que realizamos en los Laboratorios del Instituto de Quimica
de la Universidad de Sdo Paulo (Sdo Paulo-Brasil).

Sin embargo, en nuestro laboratorio no contamos con estos
equipos, en razon de su alto precio de venta, asi como a su elevado costo de
mantenimiento y puesta en operacion. Por ello, en nuestro trabajo luego de
obtener el Extracto Bruto de Alcaloides, hemos hecho aplicacion de los
procedimientos convencionales, como la cromatografia en columna, pero

sin lograr la purificacion deseada.
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METODOLOGIA DE INVESTIGACION PARA EL ESTUDIO
QUIMICO (ALCALOIDES) DE PLANTAS MEDICINALES®

Para realizar sus investigaciones los quimicos organicos de plantas
medicinales han establecido una metodologia general que involucra las

siguientes etapas, agrupadas en dos partes principales:

Trabajo Preliminar

1. Seleccidn y coleccion de la planta

2. Estudio Etnobotanico y Etnomedicinal de la planta
3. Determinacion sistematica (identificacion botanica)

4. Estudio bibliografico

Trabajo experimental en el laboratorio (alcaloides)
Secado y molienda de la planta
5. Andlisis cualitativo (marcha fitoquimica)
6. Anadlisis cuantitativo de alcaloides
7. Aislamiento de compuestos puros
a) Extraccion sélido-liquido de la planta: Extracto Bruto Organico
b) Separacion liquido-liquido: Extracto Bruto de Alcaloides
c) Purificacion: Aislamiento de cada alcaloide puro
(Cromatografia/recristalizacion/preparacion de derivados)
8. Identificacion del compuesto puro
a) Proced. Clasicos: punto de fusién, composicion centesimal, CCF

b) Proced. Espectroscopicos: Masas, RMN'H, RMN"C

Por consiguiente, la presente Tesis de Licenciatura involucré la
realizacidon de cada una de estas etapas, tal como pasamos a describir a

continuacion.

* Victor Reyna P., Libro de resimenes del Primer Curso Nacional de Plantas Medicinales y Fitoterapia-

Fito 2001, Instituto de Fitoterapia Americano, Lima, 06-12. Ago.2001, Pag. 26.
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TRABAJO PRELIMINAR

A. SELECCION Y COLECCION DE LA PLANTA
Las hojas del toe (Datura sanguinea) se colectaron en dos zonas de
la provincia de Huancabamba (Dpto. de Piura):
1. en el centro poblado de Salala (3000 msnm), ubicado en el distrito
de El Carmen de la Frontera y en tres oportunidades diferentes: el 21
de julio de 1988, el 26 de julio de 1999 y el 01 de agosto del 2000
(17h),y
1. en el camino® del centro poblado de Tulum hacia la laguna Pico de
Loro, ubicado en el distrito de Sapalache, el miércoles 01 de agosto
del 2001 (15h45-16h30),
durante los viajes que realizaron los integrantes del Grupo de
Investigacion de Quimica de Productos Naturales, bajo la direccion del
Dr. Victor Reyna Pinedo, habiendo participado, el autor de esta tesis, en
el viaje del afio 2001.
La Datura sanguinea (toe, o misha toro) crece en diversas zonas de
la provincia de Huancabamba, en donde se ubican importantes lagunas
utilizadas por los curanderos del norte peruano para sus tratamientos

etmomedicinales.

B. ESTUDIO ETNOBOTANICO Y ETNOMEDICINAL. El uso del
toe (D. sanguinea) en medicina tradicional.

En nuestro pais existen y se utilizan varias plantas con

constituyentes psicoactivos. Las méas conocidas son la coca

(Erithroxylum sp.); el binomio "ayahuasca" (Banisteriopsis caapi) y

"chacruna" (Psychotria viridis), utilizadas en la preparacion de la

* Coordenadas S 05° 04’ 49,9” / W 079° 24’ 44,1” (2685 msnm).
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bebida "ayahuasca" en toda la amazonia; y el "San Pedro" (Echinopsis
pachanoi), utilizadas por los curanderos del norte del Pert.

El uso de plantas del género Datura estd menos difundido, en
particular en sus efectos psicoactivos, estando su uso restringido en
algunas partes de la amazonia y en la costa-sierra norte del Peru
(Lambayeque y Piura), pero con especies diferentes para cada region:
D. arborea, D. aurea y D. sanguinea en las alturas andinas;
D. suaveolens y D. versicolor en las quebradas y valles de la costa;
D. candida y D. insignis, en 1a amazonia (Cabieses-1993).

En el norte peruano al género Datura se le conoce como “mishas’.
Asi, Datura sanguinea es la “misha toro”’, también conocida como toe.

Polia (1996) reporta el uso adivinatorio de flores y hojas del toe
maceradas en vino blanco, lo que se absorbe por la nariz (singar).
También indica que se obtienen estos efectos colocandose dos hojas en
la frente y en la nuca, en la noche antes de acostarse.

En los puestos de plantas medicinales del Mercado Modelo de la
ciudad de Chiclayo se venden atados de flores y hojas del toe

(D. sanguinea) (Foto N°1), y se indica” que se utilizan para hacer

<limpias> y colocar en forma de emplasto en la parte afectada del
paciente. Esta informacion nos ha sido proporcionado también en la
provincia de Huancabamba. Es decir, el uso del toe se da en aplicacion
externa y sin fines psicoactivos.

Schultes & Raffauf (1990) sefialan que se aplica un emplasto de
las flores del toe para el tratamiento del reumatismo, las hojas se
colocan sobre infecciones agudas y una infusion de las hojas puede

aplicarse como un bafio para el tratamiento de infecciones.

* Comunicacion personal del Sr. Elmer C. N., Presidente de la Asociacién de Vendedores de Plantas
Medicinales del Mercado Modelo de Chiclayo, al Dr. Victor Reyna P., asesor de esta tesis.
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C. DETERMINACION (IDENTIFICACION) BOTANICA

Las hojas del toe (Foto N°2), fueron identificadas como Datura
sanguinea (R. & P.) D. Don, por la M.Sc. Blga. Joaquina Alban

Castillo™ (ver certificado adjunto en Anexo N°4).

D. ESTUDIO BIBLIOGRAFICO

Las investigaciones precedentes que realizd nuestro Grupo de
Investigacion sobre plantas psicoactivas nos proporcionaron los textos
generales en donde se describe al género Datura (y Brugmansia), y a
partir de ello disponer de las referencias bibliograficas relativas a esta
planta.

Estas referencias se obtuvieron de la Biblioteca del Departamento
de Ciencias de la Pontificia Universidad Catolica del Peru (Leary-1970
y Evans, Major & Pe Than-1965), asi como de Bibliotecas de
universidades extranjeras, gracias a la colaboracion de ex-alumnas que
se encuentran en el exterior, en particular de la M.Sc. Ingrit Collantes
Diaz™*. Adicionalmente, con ocasion de la estadia de investigacion que
la Lic. Elena Condor C., Jefe de Practicas de nuestra Facultad, realiz6
en el Instituto de Quimica de la Universidad de Sdo Paulo (Sdo Paulo-
Brasil) en el mes de agosto del 2003, se completd la recopilacion de
referencias, en particular aquellas referidas al analisis espectroscopico
de la estructura de la escopolamina.

Asimismo, en Dic’03 el Dr. Christian Marazano, Director de
Investigaciones del ICSN-CNRS™ de Gif Sur Yvette, nos envio la

revision del Chemical Abstracts del género Datura desde el aiio 1992 al

(1]

*00

Jefa del Departamento de Etnobotanica y Botanica Econdmica del Museo de Historia Natural y
Profesora Asociada de la Facultad de Ciencias Biologica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (Lima-Peru).

Actualmente esta realizando estudios de doctorado e¢n la Universidad de Sdo Paulo (Sao Paulo-
Brasil).

Institute de Chimie des Substances Naturelles del Centro Nationale de la Recherche Scientifique (de
Gif Sur-Yvette, Francia).
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2003, la cual contenia 31 titulos de referencias, todas ellas sin interés

para nuestro trabajo de tesis.

Foto N°1.- Atado de hoja vy flores del toe (D. anguineua (R. & I.) D. Don.);
Mdo. Modelo, hiclayo, Dpto. Lambayeque, Nov'04 (Foto V. Reyna)

Foto N°2.- Arbusto del toe (1. anguinea (R. & P.) D. Don.); Sapalache,
Huancabamba, Dpto. Piura, Ago’Ol (Foto V. Reyna)
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TRABAJO EXPERIMENTAL EN EL LABORATORIO

E. SECADO Y MOLIENDA DE LA PLANTA
Las hojas del toe se secaron en una estufa “Labor” (Hungria) a
40 °C, durante cinco dias, disponiéndose al inicio de nuestro trabajo de
suficiente material seco.

Esta muestra seca se pulverizd0 a grano fino en un molino

doméstico “Moulinex” (750 W).

F. ANALISIS CUALITATIVO (MARCHA FITOQUIMICA)
1. Muestra: 6 g de hojas del toe (D. sanguinea). Se realizaron dos
analisis, con resultados similares:

1 Primer andlisis: 18 May-26 Jun’00. Alumno Golfer Muedas T.,
Curso CQ 561-Proyecto de Tesis I, Per. Acad. 2000-I (muestra
colectada en Salala-Piura, 21 Jul'88).

11 Segundo analisis: 23-25 Jul'01. Bach. Golfer Muedas T. y Lic. Tania
Sanchez R. (muestra colectada en Salal4a-Piura, 01 Ago’00).

2. Procedimiento: Reyna (1999-b), de acuerdo a Rondina & Coussio

(1969) (ver Anexo N°2).

3. Resultados (ver Anexo N°5)

Las dos muestras analizadas nos dieron resultados similares, los cuales

se detallan en el Anexo N°5 y se resumen a continuacion:

a) Contiene: Aminogrupos primarios y/o secundarios (++),

grupos fendlicos libres (+), alcaloides (+++),
triterpenos y esteroides (+), catequinas (+) y
saponinas (+).
Convencion: Abundante (+++), regular (++), poco (+).
b) No contiene: Flavonoides, taninos, quinonas y

leucoantocianidinas.
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G. ANALISIS CUANTITATIVO DE ALCALOIDES

1. Muestra: 50 g de hojas del toe (D. sanguinea). Se realizaron dos

analisis de la misma muestra (colectada en Sapalache-Piura, 01 Ago'0l)

1

Primer analisis: 21 Ene-01 Ago’03.

1 Segundo analisis: 21 Ene-04 Ago’03.

2. Procedimiento (descripcion del primer analisis)

Observacién.- Las etapas (a) y (b), extraccion sdlido-liquido y

separacion liquido-liquido, respectivamente, son similares a aquellas

correspondientes a la Sec. III.H. (Aislamiento de la escopolamina, ver

pags. 70-80), por lo que en esta seccion se resumiran ambas etapas.

a) Extraccion sélido—liquido: Obtenciéon del Extracto Bruto Organico

1

11

—
—
—

Desengrase del material vegetal, seco y molido, con n-hexano.
Cincuenta gramos (50 g) de muestra, se coloc6 en un frasco
erlenmeyer de 1 L y se adicion6 300 mL de n-hexano. Se agit6”
durante 4 horas y luego se decantd la solucidon organica. Al solido
recuperado se le adicion6 una nueva porcion de 300 mL de
n-hexano y se repitio la extraccion. Este proceso se realizd once
veces mas. Finalmente, la muestra soélida se dejo secar a
temperatura ambiente.

Alcalinizacion con amoniaco concentrado NHje 15 N,

La muestra desengrasada y seca, se coloco en un cartucho de
tocuyo y se humedecié con 90 ml. de amoniaco concentrado
NH3(ae) 15 N, durante un dia.

Extraccion por solventes (Obtencion del Extracto Bruto Organico)
A la muestra alcalinizada (que se encontraba dentro del cartucho y

colocada en el equipo soxhlet) se adiciond 150 ml. de una mezcla

* Para la agitacion se utilizé un agitador magnético eléctrico con eje flexible y paleta de vidrio, modelo
MLW (Ex-Republica Democratica Alemana).
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de metanol-cloroformo (1:1) y se dej6 macerar, a temperatura
ambiente, durante 3 dias.

Luego se adiciond a la mezcla anterior 350 mL de acetato de etilo
y se extrajo en soxhlet durante 8 horas/dia, por 9 dias.

La mezcla organica se concentré6 en el rotavapor (40 °C, 400-
50 mbar), sin llegar a sequedad, obteniéndose asi el Extracto Bruto

Organico (que no se peso debido a la continuacion del proceso).

b) Separacién liquido—liquido: Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides

Disolucion del Extracto Bruto Organico con solucion acida.

El extracto bruto organico se disolvié con 55 mL de cloroformo-
etanol (10:1) y se coloc6 en un embudo de separacion de 250 mL.
[l extracto organico se extrajo con 50 mL de disolucién de acido
sulfurico H;SOy4 5y 0,5 N.

Esta operacion se repitio ocho veces mas, hasta que el solvente
organico dio prueba negativa de alcaloides mediante el test de
Mayer.

Alcalinizacion del extracto acuoso con disoluciéon de amoniaco.

El extracto acuoso acido se alcalinizé con 60 mL de amoniaco
concentrado NHj (o) 15 N. La disolucion final presenta un pH = 9.
Extraccion de alcaloides con solventes organicos (Obtencion del
Extracto Bruto de Alcaloides).

El extracto acuoso se extrajo con 100 mL de cloroformo en un
embudo de separaciéonde 1 L.

Esta operacion se realizo un total de 8 veces (hasta que la solucion
acuosa presentod test de Mayer negativo). Se eliminé la fase acuosa

libre de alcaloides.
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Los extractos organicos se secaron con sulfato de sodio anhidro vy,
previa filtracion, se colocé en un balén de SO0 mL y se concentro

en el rotavapor (40 °C, 400-50 mbar) hasta sequedad.

Eliminacion de las bases volatiles

El so6lido obtenido se disolvié con 50 mL de cloroformo y se llevo
a concentrar al rotavapor, para eliminar el solvente. Se repitio esta
operacion un total de 4 veces. Esto proceso tuvo por objeto la
eliminacion total de la base amoniaco NHj ().

Finalmente, se llevd a sequedad en el rotavapor, obteniéndose asi

el Extracto Bruto de Alcaloides (EBA.1 = 344 mg).

Titulacién. Determinacion potenciométrica

1

1

El extracto bruto de alcaloides (EBA.1 = 344 mg ), contenido en
un balén de 250 mL, se disolvié con 20 mL de cloroformo. Luego,
se agregd 45 mL de solucion estandarizada de acido sulfarico
H>SO4,¢) 0,0223 N, con una pipeta graduada. El solvente organico
se elimino en el rotavapor quedando una solucidn acuosa acida que
contiene alcaloides en forma de sales. Finalmente, esta solucion se
trasvaso a un vaso de 200 mL.

Se tituld la soluciéon acida con una solucion estandarizada de
hidroxido de sodio NaOHg, 0,0190 N, utilizando un
potenciometro” con electrodo de vidrio para determinar el punto de
equivalencia. El analisis de la curva de titulacion (ver Anexo N°6)
muestra que el punto de equivalencia corresponde a la adicion de
20,50 mL de base, NaOHyc .

* Potencidmetro Hanna pli 211 (Laboratorio N°12 de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional
de Ingenieria).
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3. Calculo de la cantidad y del porcentaje de alcaloides en la muestra
i Al agregar un exceso de solucion de acido sulfurico HjSOy,
(45 mL, 0,0223 N) al Extracto Bruto de Alcaloides, ocurre la

reaccion:

== ==

l— H\m/CH;
|

CH ,OH

i
60 cC H

CeHs
- (ac)

—l(ac)

y se tiene que:
N° meq 4cido (sobrante) = N° meq acido total — N° meq alcaloide... (o)

donde N° meq acido total =N x V =0,0223 x 45 =1,0035 meq...... B)

11 El 4cido sulfurico H,SOy,) sobrante, que queda sin reaccionar con
el alcaloide, se titula con 20,50 mL de solucion de hidroxido de

sodio NaOH,) 0,0190 N, segun la ecuacion:

y en el punto de equivalencia se cumple que:

N° meq. 4cido (sobrante) = N° meq. base................. Y)

iii La cantidad (meq) de hidréoxido de sodio (N=0,0190 y V= 20,50 mL)
se determina por la relacion: N° meq =N x V (mL)
N°meq base = Nnaon X V NaoH
N° meqmaony = 0,0190 N x 20,50 mL
N° meqma.ony = 0,3895 meq
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La cantidad de meq de acido sobrante se determina por la relacion

(v):
N° de meq (H,SO,) sobrante = 0,3895 meq............... (€)

La cantidad (en meq) de alcaloides presentes se determina

reemplazando las cantidades () y (€) en la relacion (a):

N° meq de alcaloide = N° meq de acido total — N° meq de acido (sobrante)

vi

=1,0035 meq — 0,3895 meq
= 0,6140 meq

La cantidad (en mg) de alcaloides (escopolamina) se determina

teniendo en cuenta que:

w M
1Eq-g =4
1Eq-g 7 178 77

N°eq =

donde O es el namero de hidrogenos intercambiados en la reaccion

acido-base (para la escopolamina 6 = 1) y M es el peso molecular
de la sustancia (para la escopolamina M =303,36 g/mol).
Luego:

W =N°meq x M

W =0,6140 x 303,36

W = 186 mg de escopolamina (en 50 g de muestra seca)

El porcentaje de alcaloides en la muestra se determina por la
relacion:
50g — 100%

0,186 g ———— % de alcaloides (como escopolamina)

0,186x100
% de alcaloides (como escopolamina) =~ = 0,37%
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Para el caso del segundo analisis se obtuvieron los siguientes

resultados (ver Anexo N°7):
- EBA.2=442mg
- W =150 mg de escopolamina (en 50 g de muestra seca)
- % alcaloides = 0,30% (como escopolamina)

ix Por lo tanto, el porcentaje de alcaloides en las hojas del toe sera el

promedio entre los dos analisis:

: : 79 °
% de alcaloides (como escopolamina) = 0,37%+0,30% =0,34%

2

Este resultado se encuentra comprendido en el rango de porcentaje

de alcaloides reportado en la literatura (Sec. I1.A.l.c, pags. 10-11).

H. AISLAMIENTO DE LA ESCOPLAMINA
Como se describio en la metodologia de investigacion (pag. 59) el
aislamiento de compuestos puros comprende tres etapas:
i Extraccion sélido-liquido de la planta: para la obtencion del Extracto
Bruto Organico, EBO.
i1 Separacion liquido-liquido: para la obtencion del Extracto Bruto de
Alcaloides, EBA.

11 Purificacion: para el aislamiento del compuesto puro.

Las dos primeras etapas, hasta la obtencion del EBA, se realizaron
en 6 oportunidades (ver Tabla N°6).

Las muestras del toe (D. sanguinea) utilizadas, secas vy
pulverizadas, fueron colectadas en el distrito de Sapalache (Ago’0Ol), a
excepcion del primer ensayo en el que se utilizoé la muestra colectada en
Salald en Ago’00 (ver Sec. A).

La tercera etapa, la purificacion del EBA mediante técnicas

cromatograficas para la obtencidon del alcaloide puro, fue realizada

varias veces (ver Anexo N°8), tanto en nuestro [.aboratorio en la UNI,
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como en el Instituto de Quimica de la Universidad de Sdo Paulo-Brasil
(Ago-Set’03 y Jul-Ago’05), habiendo logrado la obtencién del alcaloide
escopolamina puro recién durante la estadia de Jul-Ago’0S en Brasil.
Todos los intentos realizados en nuestro laboratorio (UNI, Lima) de
lograr el aislamiento del alcaloide puro resultaron infructuosos.

A continuacidon pasaremos a describir el procedimiento realizado

en cada etapa hasta lograr la obtencion de la escopolamina pura.

1. Extracciéon sélido—liquido: Obtencion del Extracto Bruto Orgénico

(Descripcion del primer ensayo: 07 Jun-06 Nov'01)

a) Desengrase con n-hexano.

1 En un frasco erlenmeyer de 1 L se colocoé 150 g de la muestra y se
adicion6 300 mL de n-hexano. La mezcla se puso en agitacion®, a
temperatura ambiente, durante cuatro horas, y luego se dejé en
reposo hasta el dia siguiente (20h).

1 Se separd el liquido sobrenadante de color verde oscuro, con una
pipeta volumétrica de 50 mL. Al sélido restante se adiciondé una
nueva porcion de 300 mL de n-hexano y se agit6. Este
procedimiento se realizé un total de 30 veces.

i Finalmente el s6lido humedo se transfirié a una bandeja de 17 cm x
26 cm, y se dejod secar al aire a la temperatura ambiente.

¢) Alcalinizacion con soluciéon de amoniaco concentrado.

La muestra seca y desengrasada se introdujo en un cartucho de
tocuyo, y se coloco dentro de un frasco de 800 mL. Luego se aiiadié
sobre el cartucho, con la ayuda de una pipeta, 180 mL de solucién
de amoniaco concentrado NHj, 15 N, humedeciéndose asi

completamente toda la muestra, y se dejo en reposo durante 2 horas.

* Para la agitacion se utiliz6 un agitador eléctrico de eje flexible con paleta de vidrio MLW ER10.
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d) Extraccion con solventes

1 Maceracion con metanol-cloroformo (1:1)
Sobre la muestra alcalinizada, que se encontraba dentro del cuerpo
central del equipo soxhlet, se adicion6 300 mL de una mezcla de
metanol-cloroformo (1:1) y se dejé macerar durante 14 dias. La
solucion final adquirié un color marrén oscuro.
Se filtro el extracto a través de un embudo de vidrio de 8 cm de
diametro y papel de filtro “rapido”, lavando este ultimo con
aproximadamente 20 mL de la mezcla de solventes usada.

1 Maceracion con mezcla de solventes
Sobre la muestra, que se encontraba dentro del cuerpo central del
equipo soxhlet, y se le adicion6 325 mL de una mezcla de metanol-
cloroformo-acetato de etilo (1:1:4) y se dejé6 en reposo, a
temperatura ambiente, durante 14 dias. Se filtr6 el extracto, y la
muestra solida en el cartucho se volvié a tratar de la misma manera
cinco veces mas, dando asi un test de Mayer negativo.

d) Eliminacion del solvente
Todos los extractos organicos se juntaron y luego se concentr6 en el
rotavapor (40 °C, 300-150 mbar), casi hasta sequedad, obteniéndose

el Extracto Bruto Organico, de color marrén oscuro, que no se peso.

2. Separacion liquido—liquido: Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides
(Descripcion del primer ensayo: 08 Nov'01-10 Ene’02)
e) Disolucion del extracto bruto organico con solucion acida
1 El extracto bruto organico se disolvio en 200 mL de solucion de

acido sulfarico H;SOy,) 0,5 N. Seguidamente la disolucidon acuosa

acida se filtré a través de papel de filtro “lento”.
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Este procedimiento se realizé cuatro veces mas con diferentes
cantidades de acido (2x100 mL, 2x80 mL). El s6lido remanente dio
prueba negativa de alcaloides (test de Mayer) y se descarto.

Los extractos acuosos acidos, de color marréon claro, se reunieron
(volumen total = 560 mL) y se colocaron en un embudo de
separacion de 1 L.

Lavado de la disolucion acida con solventes organicos

La disolucidon acida, que contiene los alcaloides como sales, se lavo
4 veces con porciones de 150 mL cloroformo.

Se separo la fase organica (que no contiene alcaloides, test de Mayer
negativo), de color amarillo, y se descarto.

Alcalinizacion del extracto con solucion de amoniaco NHs,) 7,5 N
La disolucion acuosa acida se alcalinizo con 55 mL de NHj(,) 7,5 N
hasta pH = 9. Se observo el oscurecimiento de la disolucion.
Extraccion de alcaloides con solventes orgéanicos

La fase acuosa basica (en el embudo de separacion) se extrajo con
150 mL de cloroformo.

Esta extraccion se repitid doce veces mas, hasta que la fase acuosa
esté exenta de alcaloides (test de Mayer negativo).

Los extractos organicos se colocaron en un baléon de 2 L y se
concentrd en el rotavapor (40 °C, 400-150 mbar) hasta sequedad.
Sobre el residuo de alcaloides se agreg6 100 mL de cloroformo y se
volvid a concentrar a sequedad en el rotavapor, (40 °C, 400-
150 mbar), repitiéndose esta operacion un total de cuatro veces. Esto
tiene por objeto eliminar las bases volatiles (amoniaco, Nllsy)) que
estuvieran disueltas en el extracto.

Finalmente se obtuvo 914 mg del Extracto Bruto de Alcaloides
(EBA.1), como un gel, de color marrén claro. El andlisis por CCF

nos indica que el extracto contiene escopolamina.
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Observacién.- Para el ensayo N°2 se siguid el mismo procedimiento

descrito, a excepcion de que en la etapa de desengrase y extraccion con
solventes se realizo con el equipo soxhlet. Se obtuvo 793 mg del
Extracto Bruto de Alcaloides (EBA.2) a partir de 150 g de muestra.

Para los ensayos N°3, N°4, N°5 y N°6 se obtuvieron 539 mg (EBA.3),
786 mg (EBA.4), 753 mg (EBA.5) y 659 mg (EBA.6) del Extracto
Bruto de Alcaloides a partir de 150 g, 100 g, 200 g y 200 g de muestra,

respectivamente (ver Tabla N°6 y Anexo N°9).

Tabla N°6
OBTENCION DE LOS EXTRACTOS BRUTOS DE ALCALOIDES-EBA
Ensayo Peso de Procedencia Fecha de eiecucién Peso de EBA
N° muestra (g) (fecha de coleccién) J obtenido (mg)
Salala : z
1 150 (01 Ago’00) 07 Jun’01-10 Ene’02 914
2 150 17 Ene’02-26 Mar’'03 793
3 150 16 Ene’03-23 May’'03 539
Sapalache
4 100 (01 Ago’0l1) 20 Jul’04-21 Oct'04 786
5 200 20 Jul'04-21 Oct’'04 753
6 200 21 Feb'05-05 Abr’'05 659

3. Purificacién por cromatografia
Los procedimientos cromatograficos que se realizaron para la
purificacion del Extracto Bruto de Alcaloides fueron los siguientes:
i Analisis preliminar por cromatografia de capa fina-CCF (ver Sec. 4).
ii Cromatografia en columna-CC (ver Sec. 5).
iii Cromatografia en placa preparativa-CPP (ver Sec.6).
Los procedimientos de CCF y CC se realizaron tanto en nuestro

laboratorio en la UNI (Lima, Pera), como en el Instituto de Quimica de
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la Universidad de Sado Paulo-Brasil; mientras que todas las CPP se
realizaron en Sdo Paulo-Brasil.

Los ensayos en Sdo Paulo-Brasil se realizaron en dos ocasiones,
durante las estadias de Investigacion que realizo la Lic. Elena Condor
C., Jefe de Practicas de la FC-UNI e integrante de nuestro Grupo de
Investigacion del 18 Ago-14 Set’03, y la que realizé el autor de esta
tesis del 15 Jul-15 Ago’05.

4. Analisis preliminar por cromatografia en capa fina—CCF
El objetivo de este procedimiento preliminar es seleccionar el
eluente mas eficiente para realizar posteriormente la purificacion del

extracto bruto de alcaloides por cromatografia en columna (CC) y/o

cromatografia en placa preparativa (CPP).

a) Muestras: Extracto Bruto de Alcaloide (EBA), obtenida en la
Sec. 2.h.v precedente (pag. 74).

b) Referencia: No se dispuso de patron de escopolamina.

¢) Placa: Placa de Silica gel 60 PF,5,, 0,2 mm.

d) Eluente: Cloroformo-acetona (10:3) saturado” con NHz, 15 N.

e) Procedimiento: La aplicacion de las muestras, el desarrollo del
cromatograma y el revelado de las placas son procedimientos
descritos en los textos y guias de practicas de quimica organica.

f) Revelador: Reactivo de Dragendorff.

g) Observaciones: El resultado de la realizacion de este trabajo
preliminar nos indica que aparentemente presenta un alcaloide

mayoritario (R = 0,40), que tiene un comportamiento polar

* Para saturar con amoniaco, se coloca dentro de la cubeta un frasco pequefio conteniendo 2 mL de
amoniaco concentrado, después de la adicion del eluente. Una vez que la cubeta se satura con el vapor
del solvente recién se introduce la placa cromatografica.
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(ver Anexo N°10), lo cual nos ayudo para la realizacion de la

columna cromatografica (ver Sec. 5).

5. Cromatografia en columna—-CC

El objetivo de este procedimiento cromatografico, es obtener

fracciones enriquecidas, y si fuera posible puras, del alcaloide que se

quiere purificar.

a)

b)

c)
d)

Muestra: EBA.1, EBA.2 y EBA.3 (1317 mg)", obtenida en la Sec.
H.1y 2 (pags. 71-74).

Caracteristicas de la columna: ¢; = 35 mm, h = 19 cm; altura de la
alamina= 5,5 cm.

Adsorbente : Oxido de aluminio activo neutro (Alimina).
Procedimiento (realizado en Sdo Paulo-Brasil)™

En una capsula de porcelana se deposito 2,6 g de silica gel 60 para
columna cromatografica y sobre ella se adicioné la muestra de
alcaloides redisuelta con la minima cantidad de cloruro de metileno
y metanol, de manera de preparar una mezcla uniforme (papilla).
Una vez preparada la papilla se procedi6 a secar a vacio en un
desecador durante 6 horas.

En la columna se agregd la alimina (50 g) en polvo mezclada con
cloroformo hasta cubrir el empaque.

La papilla se trasvasd sobre la parte superior del empaque de
alimina (en la columna) que contenia un poco de cloroformo
(0,2 cm de altura). Finalmente se coloc6 una capa de algodon, para

proteger la muestra.

(1)

Los extractos EBA.1, EBA.2 y EBA.3, cuyo peso total fue de 2030 mg en Lima, se juntaron en
Brasil dando un peso de 1317 mg.

Esta parte fue realizada por la Lic. Elena Céndor C. durante la estadia que realizé en S@o Paulo-
Brasil del 18 Ago-14 Set'03.
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Se agreg6 cuidadosamente cloroformo sobre el empaque y se eluyo
la columna hasta recibir dos fracciones de 200 mL de eluente en
balones de 500 mL (fraccion N°l y N°2).

Se modificé el eluente y se agregé 1% de metanol en CHCI;
recibiendo 300 mL de eluente en un baléon de 500 mL (fraccion
N°3).

Se continu6d la elucion, esta vez con 5% de metanol en CHCls,
recibiendo tres fracciones de 100 mL de eluente en balones de
250 mL (fraccion N°4, N°5 y N°6).

Se aumentd la polaridad del eluente a 10% de metanol en CHCls,
recibiendo 300 mL en un balén de 500 mL (fraccion N°7).

Se continud la eluciéon con 25% de metanol en CHCls, recibiendo
dos fracciones de 200 mL de eluente en balones de 500 mL
(fraccion N°8 y N°9).

Se agrego6 el eluente 50% de metanol en CHCls, recibiendo dos
fracciones de 200 mL de eluente en balones de 500 mL (fraccion
N°10 y N°11).

Finalmente, se termin6 la eluciéon con 250 mL de metanol, el cual
se recibid en un balén de 500 mL (fraccion N°12).

Todas las soluciones presentaban color amarillo de difcrentes
tonalidades, y fueron llevadas a sequedad en el rotavapor
(20-30 °C, 100 PSI).

Resultados

Se obtuvieron 12 fracciones, los cuales contenian sustancias de

color pardo-marréon de aspecto resinoso y cuyos pesos fueron:

Fraccion N°1 : 81 mg Fraccion N°7 : 85 mg
Fraccion N°2 : 57 mg Fraccion N°8 : 4 mg
I'raccion N°3: 285 mg Fraccion N°9 : 36 mg

Fraccion N°4 : 425 mg Fraccion N°10 : 13 mg
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Fraccion N°5 : 56 mg Fraccion N°11: 2 mg
Fraccion N°6 : 135 mg Fraccion N°12 : 11 mg

La cromatografia en capa fina (CCF) de estas fracciones nos indico
la presencia de alcaloides en todas las fracciones, debido a que
revelaban positivo frente al reactivo de Dragendorff.

Las fracciones obtenidas se guardaron en refrigeracion a —20 °C

hasta su purificacion mediante cromatografia-en placa preparativa
(CPP) (ver Sec. 6).

Cromatografia en placa preparativa-CPP

a)
b)

c)
d)

e)

Muestra: Fraccion N°3 ( 285 mg, ver Sec. 5.e.1 precedente).
Adsorbente: Placas de Silica Gel 60 PF,s54", 1 mm de espesor de
capa (20x20 cmz).

Eluente: Cloroformo-acetona (10:3), saturada con NH; 15 N.
Revelador: UV (254 y 360 nm) y reactivo de Dragendorff.
Procedimiento (realizado en Sio Paulo-Brasil™)

La aplicacion de las muestras, la elucion®™ cromatografica, la
identificacion de la porcion de la placa que contiene el compuesto
de interés y la recuperacion a partir de las placas son
procedimientos descritos en los textos y guias de practicas de
quimica organica.

[La muestra se sembr6 en 8 placas cromatograficas diferentes,
debido a la capacidad de resolucion de las placas de silice
utilizadas, y se rcalizaron cinco eluciones consccutivas dc la

misma placa.

Las placas fueron preparadas dispersando una suspensién de silica en agua destilada sobre placa de
vidrio de 20x20 cm?.

Estadia de Investigacion del Bach. Golfer Muedas T. del 15 Jul-15 Ago’05 en el Laboratorio del
Instituto de Quimica de la Universidad de Sdo Paulo-Brasil.
Elucién consiste en el ascenso del solvente por la propiedad de capilaridad.
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La escopolamina no presenta fluorescencia; sin embargo, al ser
irradiada por luz UV se observa como una mancha oscura, lo cual
nos ayud6 a delimitar la porcidon de la placa que contiene el
alcaloide. Para asegurar la zona correcta a separar, se procedio de
la siguiente manera:

Luego de las cinco eluciones, se delimité 1 cm del extremo
izquierdo de la placa cromatografica y sc revelé con el reactivo dc
Dragendorff. La aparicion de manchas de color anaranjado nos
indicé la presencia de alcaloides.

En seguida, con ayuda de la luz UV se delimit6 la placa en 8
porciones de material adsorbente, los cuales se recogieron con una
espatula, recibiéndose el solido en frascos erlenmeyer de 250 mL.
A los frascos erlenmeyer que contenian el adsorbente con el
alcaloide, se adicion6 diclorometano y se dejé reposar por 12
horas. Luego se filtr6 a vacio a través de un embudo de vidrio
fritado (para evitar que particulas pasen a la solucién),
recibiéndose todo el adsorbente en el embudo.

Inmediatamente, se hizo pasar metanol, a través del adsorbente,
obteniéndose asi la mezcla de solventes de color amarillo.

El solvente se elimind por evaporacion en el rotavapor.

Resultados

Se obtuvieron 8 fracciones (Anexo N°11)

Fraccion N°1 : 41 mg Fraccion N°5 : 26 mg
Fraccion N°2 : 20 mg Fracciéon N°6: 119 mg
Fraccion N°3 : 17 mg Fraccion N°7: 21 mg
Fraccion N°4 : 13 mg Fraccion N°8 : 13 mg

Analisis de las fracciones mediante CCF y su espectro de RMN'’C:
Por cromatografia en capa fina se determindé que cl alcaloide

principal se encontraba en la fraccion N°6, Rc= 0,4 (peso 119 mg),
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que es un liquido resinoso y de color pardo tenue.

- Por espectroscopia de RMN'"’C se verifico la presencia de la
escopolamina en la fraccion N°6.

g) Conclusion: A partir del Extracto Bruto de Alcaloides obtenidas de
las hojas del toe (Datura sanguinea), se logro aislar su principal

alcaloide, la escopolamina (peso = 119 mg).

IDENTIFICACION ESPECTROSCOPICA DE LA ESCOPOLAMINA
La determinacion estructural de la escopolamina obtenida de las
hojas del toe (D. sanguinea) se realiz6 mediante el analisis de sus
espectros” de Masas, d¢ RMN'H, de RMN"C, 'H-'H COSY vy
'H-"C HETCOR.
La muestra analizada fue la fraccion N°6 (119 mg) obtenido en la

Sec. 6.f.1 precedente.

Espectro de masas (Espectro N°1)

Condiciones de trabajo

Equipo: Cromatografo de Gas acoplado a Masas (CG-MS) AGIELNT
Serie 6890; Columna: HPS 30m x 0,25mm O; Gas: Helio (1 mL/min).
Laboratorio: Laboratorio de Fitoquimica-Instituto Botanico de Sao
Paulo-Brasil)™".

Operador: Dr. Paulo Roberto H. Moreno.

Fecha: 24.0ct.05.

Cantidad de muestra: 3 pl. (1 mg de muestra x 1 ml. acetona).

* Los espectros de RMN'H y RMN'"’C fueron obtenidos durante la estadia que realizo el autor de esta

tesis, en el Instituto de Quimica de la Universidad de S3o Paulo (Brasil).

** Los espectros de masas, DEPT-135, COSY y HETCOR no se pudo obtener en el tiempo de la estadia

en Sdo Paulo-Brasil del autor de esta tesis, y fueron enviados posteriormente por la M.Sc. 1. Collantes.
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b. Caracteristicas del espectro
m/z 303 (i6n molecular, 47,30%), 154 (42,03%), 138 (93,01%), 136
(47,82%), 108 (55,08%), 94 (pico base, 100%).

c. Analisis del espectro
La identificacion de los cinco fragmentos 16nicos correspondientes a los
picos m/z 303, 154, 138, 136 y 94, y las ecuaciones de fragmentacion
respectivas, se han descrito precedentemente (Sec. 11.A.4.a).
El espectro de masas de la escopolamina obtenida a partir de las hojas
del toe (Datura sanguinea) es similar al espectro registrado por

Vitale et al. (1995), ver Sec. I1.A.4.a (pag. 18).

d. Conclusion.- Existe correspondencia entre el espectro de masas
obtenido para nuestro compuesto y aquel publicado en la bibliografia

para la escopolamina.
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Espectro de RMN'H (Espectro N°2)

Condiciones de trabajo

Equipo: Varian DPX-300 (300 MHz).

Laboratorio: Productos Naturales—Instituto de Quimica (Universidad de
Sdo Paulo-Brasil).

Operador: M.Sc. Ingrit Collantes Diaz.

FFecha: 14.Ago0.05.

Solvente: CDCls.

1 Muestra: Fraccion N°6 (119 mg), ver Sec. H.6.f.1.

Caracteristicas del espectro

1,34 ppm (d, H-2eq", ciclo tropanico); 1,58 ppm (d, H-deq, ciclo
tropanico); 2,00 ppm (ddd, H-2ax", ciclo tropanico); 2,05 ppm (ddd,
H-4ax, ciclo tropanico); 2,46 ppm (s, N-CHjs); 2,65 ppm (d, H-7, ciclo
tropanico); 2,97 ppm (dd, H-1, ciclo tropanico); 3,11 ppm (dd, H-5,
ciclo tropanico); 3,38 ppm (d, H-6, ciclo tropanico); 3,75 ppm (dd,
H-2%); 3,78 ppm (dd, H-3"b); 4,17 ppm (dd, H-3"a); 5,03 ppm (t, H-3,

ciclo tropanico); 7,21-7,39 ppm (m, SH aromatico).

Analisis del espectro (Desplazamientos quimicos)
La identificacion de los diferentes tipos de hidrégenos
correspondientes se ha descrito precedentemente (Sec. [1.A.4.b) y se

resume a continuacion.

* eq: ecuatorial, ax: axial.
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(m)

O (ppm) Tipo de Seial Integraciéon Tipo de Hidrégeno

1,34 d 1H Heq (posicion 2)
1,58 d 1H Heq (posicion 4)
2,00 ddd 1H Hax (posicion 2)
2,05 ddd IH Hax (posicion 4)
2,46 S 3H N-CHj (posicion 9)
2,65 d 1H H (posicion 7)
2,97 dd 1H H (posicion 1)
3,11 dd 1H H (posicion 5)
3,38 d 1H H (posicion 6)
3,75 dd 1H H (posicion 27)
3,78 dd IH H (posicion 3°b)
4,17 dd 1H H (posicion 3°a)
5,03 t 1H H (posicidén 3)
7,21-7,39 m SH H-Ar (o, my p)

d. Conclusién.- El espectro RMN'H obtenido corresponde a lo esperado

para la estructura de la escopolamina.
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Espectro N°2.- Espectro de RMN'H (300MHz) de la Escopolamina obtenida a partir de las hojas del toe (D. sanguinea)
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3. Espectro de RMN'’C (Espectro N°3 y N°4)

a. Condiciones de trabajo
Equipo: Varian DPX-300 (300 MHz).

1

n

86

Laboratorio: Productos Naturales—Instituto de Quimica (Universidad

de Sdo Paulo-Brasil).

Operador: M.Sc. Ingrit Collantes Diaz.

FFecha: 14.Ago. y 24.0ct. 05.
Solvente: CDCls.

Muestra: Fraccion N°6 (119 mg), ver Sec. H.6.f.i.

b. Caracteristicas del espectro DEPT-135 (Espectro N° 3)

1

Seiiales hacia arriba (10):

Carbonos primarios (CHs): (Co):

Carbonos terciarios (CH):  (Cy):
(Cy):
(Co):
(Ch:
(Cs):

41,6 ppm
54,2 ppm
55,6 ppm
56,1 ppm
57,4 ppm
57,5 ppm

(C3): 66,5 ppm
(p-C): 127,7 ppm
(0-C): 127,8 ppm
(m-C):128,7 ppm

n Seiiales hacia abajo (3): carbonos secundarios (CH,): (C3): 30,2 ppm

(Cy): 30,3 ppm
(Cs): 63,6 ppm

Observacién.- [En este tipo de espectros no se registran carbonos

cuaternarios.
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c. Caracteristicas del espectro de Desacoplamiento de 'H de banda
ancha (Espectro N°4)
En este tipo de espectro aparecen todos los carbonos:
30,2 ppm (CH,); 30,3 ppm (CH,); 41,6 ppm (CHs); 54,2 ppm (CH);
55,6 ppm (CH); 56,1 ppm (CH); 57,4 ppm (CH); 57,5 ppm (CH); 63,6
ppm (CH;); 66,5 ppm (CH); 127,7 ppm (p-CH); 127,8 ppm (0-CH);
128,7 ppm (m-CH); 135,6 ppm (ipso-C); 171,6 ppm (C-carbonilo).

d. Analisis del espectro DEPT-135
En el espectro N° 3 (DEPT-135) observamos 13 sefiales de atomos de
carbonos, de los cuales 1 sefial corresponde a un atomo de carbono
primario (CHj3), que perteneceria al atomo de carbono del grupo metilo;
3 sefiales corresponden a atomos de carbonos secundario (CH,), que
pertenecen a atomos de carbono del anillo tropanico; y las 9 sefiales
restantes corresponden a atomos de carbonos terciarios (CH),
pertenecientes a atomos de carbono del anillo tropanico y del anillo

aromatico (ver Figura N°14).

e. Analisis del espectro de Desacoplamiento de 'H de banda ancha
En el espectro N°4 (Desacoplamiento de 'H de banda ancha) se
localizan 2 sefiales registrados a o 135,6 y 171,6 ppm, que
corresponden a los dos atomos de carbonos cuaternarios de la molécula
de escopolamina.
En resumen los atomos de la molécula de escopolamina tendrian los

siguientes valores de 8 (ppm) (ver Espectro N°4 ):



88

N° de 4tomo de Tipo de carbono o(ppm)
carbono
1 CH (terciario) 57,4
2 CH, (secundario) 30,2
3 CH (terciario) 66,5
4 CHj; (secundario) 30,3
5 CH (terciario) 57,5
6 . CH (terciario) 56,1
7 CH (terciario) 55,6
9 CHj; (primario) 41,6
1’ C (C=0) 171,6
2’ CH (terciario) 54,2
3 CH,; (OH) 63,6
ipso ' C (aromatico) 135,6
m-C CH (aromatico) 128,7
0-C CH (aromatico) 127,8
p-C CH (aromatico) 127,7

f. Conclusion.- El espectro DEPT-135 y Desacoplamiento de 'H de banda
ancha presentado corresponde a lo esperado para la estructura de la

escopolamina.

)]
__CH,
‘N (grupo amina)

(grupo epéxid6

Figura N°14.- Atomos de carbono de la escopolamina y grupos funcionales presentes
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4. Espectro "H-"H COSY (Espectro N°5)

a. Condiciones de trabajo

1 Equipo: Varian DPX-300 (300 MHz).

n  Laboratorio: Productos Naturales—Instituto de Quimica (Universidad
de Sdo Paulo-Brasil).

i Operador: M.Sc. Ingrit Collantes Diaz.

v Fecha: 24.0ct.05.

v Solvente: CDCls.

vi Muestra: Fraccion N°6 (119 mg), ver Sec. H.6.f.1.

b. Caracteristicas del espectro

Correlaciones observadas en el espectro 'H-'H COSY

H (6 ppm) Hidrégenos correlacionados
H-2eq (1,34) H-4eq (1,58), H-2ax (2,00)

H-4eq (1,58) H-2eq (1,34), H-4ax (2,05)

H-2ax (2,00) H-2eq (1,34), H-1 (2,97), H-3 (5,03)
H-4ax (2,05) H-4eq (1,58), H-5 (3,11), H-3 (5,03)
H-9 (2,46) H-4ax (2,05), H-7 (2,65), H-6 (3,38)
H-7 (2,65) H-9 (2,65) H-1 (2,97), H-6 (3,38)
H-1 (2,97) H-2ax (2,00), H-7 (2,65), H-5 (3,11)
-5 (3,11) H-4ax (2,05), H-1 (2,97), H-6 (3,38)
H-6 (3,38) H-7 (2,65), H-1 (2,97), H-5 (3,11)
H-2" (3,75) H-3"a (4,17)

H-3'b (3,78) H-3'a (4,17)

H-3"a (4,17) H-2" (3,75)

H-3 (5,03) H-2ax (2,00), H-4ax (2,05)

¢. Conclusién.- Existe correspondencia entre el espectro 'H-'H COSY

obtenido para nueswro compuesto y aquel publicado en la bibliografia.
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Pulse Sequence: relayh
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Espectro N°5.- Espectro 'H-"H COSY (300 MHz) de la Escopolamina obtenida a partir de las hojas del toe (D. sanguinea)
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Espectro '"H-">C HETCOR (Espectro N°6)

Condiciones de trabajo

Equipo: Varian DPX-300 (300 MHz).

Laboratorio: Productos Naturales—Instituto de Quimica (Universidad de
Sao Paulo-Brasil).

Operador: M.Sc. Ingrit Collantes Diaz.

Fecha: 24.0ct.0S.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Fraccion N°6 (119 mg), ver Sec. H.6.f.1.

Caracteristicas del espectro

Correlaciones observadas en el espectro 'H-C HETCOR

C (6 ppm) Hidrdégenos correlacionados
C-2(30,2) H-2eq (1,34), H-2ax (2,00)
C-4 (30,3) H-4eq (1,58), H-4ax (2,05)
C-9 (41,6) H-9 (2,46)

C-2" (54,2) H-2" (3,75)

C-7 (55,6) H-7 (2,65)

C-6 (56,1) H-6 (3,38)

C-1(57,4) H-1 (2,97)

C-5(57,5) H-5 (3,11)

C-37(63,6) H.3'b (3,78), H-3’a (4,17)
C-3 (66,5) H-3 (5,03)

Conclusion.- Existe correspondencia entre el espectro 'H-">C HETCOR

obtenido para nuestro compuesto y aquel publicado en la bibliografia.
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Espectro N°6.- Espectro 'H-C HETCOR (300 MHz) de la Escopolamina obtenida a partir de las hojas del toe (D. sanguinea)
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IV. RESULTADOS Y CONCLUSIONES
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RESULTADOS

1. Aislamiento de la escopolamina a partir de las hojas del toe

(D. sanguinea).

A partir de 150 g de hojas del toe (Datura sanguinea), seca y molida
(malla 315 pm) se obtuvo mediante extraccion por solventes y particion
liquido-liquido el Extracto Bruto de Alcaloides, el cual se purifico
mediante cromatografia en columna, seguido de cromatografia en placa
preparativa, obteniéndose asi 119 mg de escopolamina, como un liquido
resinoso de color pardo tenue.

La caracterizacion de la escopolamina se realizé mediante sus espectros
de Masas, RMN'H, RMN"C, 'H-'H COSY, y 'H-*C HETCOR
correspondiendo todos ellos a los valores y caracteristicas referidas en la

bibliografia para la escopolamina.

2. El andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios (marcha
fitoquimica) presentes en las hojas del toe (D. sanguinea), segun el
procedimiento de Rondina y Coussio (1969), nos indica que contiene:
Aminogrupos primarios y/o secundarios (++), grupos fenolicos libres
(+), alcaloides (+++), triterpenos y esteroides (+), catequinas (+) y

saponinas (+).

3. El analisis cuantitativo del total de alcaloides contenidos en las hojas del
toe (D. sanguinea), mediante el procedimiento de Pelt et al. (1967)
proporciona 0,34%. Este valor estd comprendido en el rango de
porcentaje de alcaloides publicado en la bibliografia para las hojas de

D. sanguinea (Drey & Foster-1953).
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4. Se realizoé el analisis de la informacion bibliografica relativa a los
estudios quimicos de las hojas del toe (D. sanguinea) y de la

escopolamina.
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CONCLUSIONES

A partir de las hojas del toe (D. sanguinea) se aislo la escopolamina,
la cual ha sido identificada mediante sus espectros de Masas, RMN'H,
RMN"C, 'H-'H COSY y 'H-"*C HETCOR, y la comparacion de éstos

con lo publicado en la bibliografia.

Se realizo c¢l analisis cualitativo de los metabolitos secundarios
(marcha fitoquimica) presentes en las hojas del toe (D. sanguinea),
segun el procedimiento de Rondina y Coussio (1969), logrando
verificar la presencia de: Aminogrupos primarios y/o secundarios
(++), grupos fenolicos libres (+), alcaloides (+++), (riterpenos vy

esteroides (+), catequinas (+) y saponinas (+).

Se realizo6 el analisis cuantitativo del total de alcaloides de las hojas
del toe (D. sanguinea), segian el procedimiento de Pelt et al. (1967),
habiendo obtenido 0,34%.
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ANEXO N°1

ALCALOIDES EN TRAZAS EN LAS HOJAS DEL TOE (D. sanguinea R. & P.)
Evans et al. (1966 y 1968)

O
a) (—)-3a-tigloiloxi-6B-acetoxitropano b) 3a-acetoxitropano
HO
O
O
¢) Meteloidina d) Oscina

OH

-

¢) Litorina
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ANEXO N°2
MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR (Reyna, 1999-b)

(De acuerdo al procedimiento de Rondina & Coussio—1969)

La Marcha Fitoquimica Preliminar propuesta por Rondina & Coussio

(1969) se basa en el fraccionamiento de un extracto metanolico de la

muestra vegetal estudiada en diferentes solventes y la identificacion de los

tipos de principios activos presentes en cada uno de ellos mediante

reacciones de coloracion y/o precipitacion.

1. Obtencion de las fracciones

a.

1

11

11

Fraccion (a)

Se toman 6,0 g de muestra seca y pulverizada y se mezclan en un balon
de 100 mL con 50 mL de metanol. Se deja macerar durante 70 horas a
temperatura ambiente.

La mezcla se calienta a reflujo durante 4 horas. Se filtra en caliente
lavando el residuo con metanol hasta completar 50 mL. Esto constituye
la fraccion (a).

Fraccion (b)

Se separa S mL de la fraccion (a) y el resto se lleva a sequedad en un
rotavapor.

El residuo se exwrae con 10 mL de acido clorhidrico al 1% y se filtra
utilizando papel de filtro lento. La operacion se repite con 5 mL de
acido clorhidrico al 1%. Las soluciones 4cidas se reunen en un
erlenmeyer de 50 mL y se guardan.

Los residuos insolubles en la solucidon acida se disuelven en 5 mL de
cloroformo con ayuda de calor y fuerte agitacion. Esta solucion se filtra
a través de celita completando a través del filtro a 5 mL. Esto constituye
la fraccion (b).



e.
1

f.
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Fraccion (c)

La solucion acida que se guardo en la etapa anterior se llevaa pH 9 y
utilizando NHj,e) 15 N, y luego se extrae dos veces con 25 mL de
cloroformo CHCIl; en un embudo de separacion de 125 mL.

La fase cloroférmica se lava con 10 mL de agua. El agua de lavado se
reune con la fase acuosa obtenida.

L.a flase cloroformica se seca con sulfato de sodio y se filtra
completando a 50 mL. Esto constituye la fraccion (c).

Fraccion (d)

La fase acuosa obtenida anteriormente se semisatura con sulfato de
sodio agregando 0,1 g de sal por mL de solucidon. Luego se extrae dos
veces con 25 mL de una mezcla de cloroformo-etanol (3:2) en un
embudo de separacion de 125 mL.

Se lava la fase organica con 10 mL de solucion semisaturada de sulfato
de sodio reuniendo toda la fase acuosa.

La fase organica se seca con sulfato de sodio y se filtra obteniéndose la
Jraccion (d).

Fraccion (e)

La fase acuosa obtenida en la etapa anterior constituye la fraccion (e).
Fraccion (f)

En un tubo de ensayo de 18x160 mm se calienta a 100 °C y con
agitacion 1 g de muestra pulverizada en 10 mL de agua durante 15
minutos.

Se filtra en caliente utilizando papel de filtro rapido, se completa el
filtrado a 10 mL, y se deja enfriar. Esta solucion constituye la

Jraccion (f).
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Pruebas de identificacion de principios activos.

Prueba de la ninhidrina sobre las fracciones (a) y (f) (Aminogrupos
primarios y/o secundarios).

Sobre papel de filtro lento de 5 cm de diametro se agregan dos gotas de
la fraccion (a) y sobre otro papel, dos gotas de la [raccion (I) con una
pipeta Pasteur. Los papeles se dejan secar por S minutos.

Sobre cada uno de los papeles se agregan dos gotas de solucion de
ninhidrina al 0,2% en etanol.

Se preparan blancos de metanol-ninhidrina y agua-ninhidrina del mismo
modo.

Los papeles se colocan en una estufa a 110 °C durante 30 minutos.

Observacidén.- La aparicion de una mancha de color violeta indica la

presencia de aminogrupos primarios y/o secundarios.

Reaccién con cloruro férrico sobre la solucion acuosa de la fraccion
(a) (Grupos fendlicos libres).

El resto de la fraccion (a) se lleva a sequedad en el rotavapor.

El residuo se disuelve en 0,5 mlL de agua y se filtra dicha solucion
(“soluciéon a”), a través de un embudo de 3,5 cm de diametro utilizando
papel de filtro lento, a un tubo de ensayo de 13x100 mm.

Se colocan dos gotas de “solucidon a” sobre una placa de toque blanca y

se agrega una gota de solucion acuosa de cloruro férrico al 1%.

Observacién.- La observacion da un color azul, verde, negro o marron
indica la presencia de grupos fendlicos libres.

Reacciéon con solucion de gelatina sobre la solucion acuosa de la
fraccion (a) (Taninos).

Se colocan cuatro gotas de “solucion a” (ver 2.b.i1) sobre una luna de
reloj de 7,5 cm de diametro apoyada en fondo negro, y se adicionan dos

gotas de solucion de gelatina al 0,5%.
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Observacién.- La formacion de un precipitado blanco indica la

presencia de taninos.

. Reaccién de Liebermann—-Burchard sobre las fracciones (b), (c) y la

“solucion b” de la fraccion (d) (Triterpenoides y esteroides).

Nota: El color y la intensidad varian de acuerdo a la estructura del
compuesto, y hay algunos compuestos que no desarrollan color.

Se separan 10 mL de la fraccion (c) en un tubo. de 18x160 mm. Se
concentra hasta un volumen de 0,5 mL en el rotavapor y se traslada la
solucién a un tubo de 0,9 cm de diametro.

En dos tubos de ensayo de 0,9 cm de didametro se adicionan 8 gotas de la
fraccion (b).

Se agrega a cada tubo 8 gotas de anhidrido acético y se agita
fuertemente durante 20 segundos.

Se deja resbalar por la pared de cada tubo 2 gotas de acido sulfurico
concentrado sin agitar y se observa.

La fraccion (d) se lleva a sequedad con un rotavapor y se redisuelve en
2,5 mL de etanol. Se filtra la soluciéon a través de un embudo de 3,5 cm
de diametro y papel filtro lento, recibiéndose el filtrado en un tubo de
ensayo de 13x100 mm. Esto constituye la “solucion b”.

Se coloca 0,8 mL de la “solucidon b en un tubo de ensayo de 13x100
mm y se lleva a sequedad con la ayuda de un bafio maria. El residuo se
disuelve en 0,5 mL de cloroformo y se siguen los pasos iii y iv.

Observacion.- La formacion de una fase superior verde, azul o negra a

partir de una interfase de color rojo o naranja indica reaccion positiva
para triterpenos y esteroides.

Reaccién de Borntriger sobre la fraccion (b) (Naftoquinonas y
antraquinonas, antronas y antranoles).

El resto de la fraccion (b) se dispone en un tubo de cnsayo de 18x150

mm, se afiade 5 mL de hidréxido de sodio al 5% en agua y se agita.
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Observacién.- Una coloracion roja en la fase acuosa indica la presencia

de quinonas, antronas o antranoles.

Reacciones para alcaloides sobre la fraccion (c) y.1a “solucion b” (Ver
seccion 2.d.v)

Se lleva a sequedad la fraccion (c) y el residuo se disuelve en 2 mL de
solucion de acido clorhidrico HCI al 1%. Se colocan 3 gotas de la
solucion acida en cada una de tres lunas de reloj de 7,5 mm de diametro
apoyadas sobre fondo negro. A la primera se le agregan 2 gotas del
reactivo de Dragendorff, a la segunda, 2 gotas del reactivo de Mayer, y
a la tercera, 2 gotas del reactivo de Wagner.

En un tubo de ensayo dec 13x100 mm se lleva a sequedad 0,8 mL de la
“solucion b” con la ayuda de rotavapor. El residuo se disuelve en 0,3
mL de solucidn de acido clorhidrico HCI al 1%. Se filtra a través de
papel de filtro lento y se reparte el filtrado en tres lunas de reloj de 7,5
cm de diametro. Luego se adicionan los reactivos de Dragendorff,

Mayer y Wagner respectivamente.

Observacién.- La observacion de turbidez o precipitados anaranjado,
crema y marron en las reacciones de Dragendorff, Mayer y Wagner
respectivamente indican la presencia de alcaloides. La ausencia de
precipitado o turbidez para alguno de los reactivos indica que la muestra

no tiene alcaloides.

. Reaccién de Rosenheim sobre la “solucion b” (Ver seccion 2.d.v) y

sobre la fraccion (e) (Leucoantocianidinas y catequinas).

En un tubo de ensayo de 13x100 mm se colocan tres gotas de la
“solucion b y se agrega 2 mL de agua. En otro tubo igual sc colocan
2 ml. de la fraccion (e).

A cada tubo se le agrega 1 mL de acido clorhidrico concentrado, se

agita y se calienta durante 10 minutos cn baiio maria.
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Se deja enfriar las mezclas, se agrega en cada tubo 8 gotas de alcohol
amilico y se agita.
iv Las mezclas se dejan en reposo y luego se observan las fases amilicas.

Observacion.- Una coloracion roja en la fase amilica indica la presencia

de leucoantocianidinas, un color marrén indica la presencia de
catequinas.

h. Reaccién de Shinoda sobre la “solucion b” (Ver 2.d.v) y sobre la
fraccion (e). (Flavonoides, excepto chalconas, dihidrochalconas,
catequinas e isoflavonas).

1 En un tubo de ensayo de 13x100 mm se colocan tres gotas de la
“solucion b” y se agrega 2 mL de agua. En otro tubo igual se colocan
2 mL de la fraccion (e).

ii A cada tubo se le agrega 1 mL de acido clorhidrico concentrado y se
agita bien.

iii A cada tubo se agregan limaduras de magnesio y se agita. Luego se deja
reposar los tubos por 5 minutos.

iv Se adicionan 8 gotas de alcohol amilico a cada tubo, se agita y se deja
reposar nuevamente. Se observa el color de la fase amilica.

Observacién.- Una coloracion roja o rosada en la fase amilica indica la

presencia de flavonoides (excepto chalconas, auronas, catequinas e
isoflavonas).

i. Prueba de la espuma sobre la fraccion (f) (saponinas)

i Secoloca 1l mL de la fraccion (f) en un tubo de ensayo de 13x100 mm y
se agita durante 15 segundos. Luego se deja en reposo durante 15
minutos. Se mide la altura de la espuma.

Observacion.- La formacion de espuma de una altura mayor a 5 mm y

que permanezca por lo menos 15 minutos indica la presencia de

saponinas.
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ANEXO N°3
ANALISIS CUALITATIVO PARA LA DETECCION DE
ALCALOIDES PRESENTES EN PLANTAS (Reyna-1992)

Para la deteccion de alcaloides presentes en plantas se utilizan muchos

reactivos de precipitacion y de coloracion, algunos de los cuales se

consideran de aplicacion general mientras que otros son de uso mas

selectivo. Entre los reactivos generales de precipitacion podemos citar el

“reactivo de Mayer” (mercurio-yoduro de potasio) y el “reactivo de

Dragendorff” ( yoduro de bismuto y potasio).

Todos estos reactivos actian sobre los alcaloides en soluciones de

acido clorhidrico o sulfirico diluidos. Debe usarse unas gotas del reactivo,

pues un exceso puede disolver el precipitado.

A continuacion se describen los procedimientos y la preparacion de los

reactivos para los test de Mayer y Dragendortt.

A.

11

9]

TEST DE MAYER

Este reactivo da con casi todas las soluciones de alcaloides,
precipitados de color blanco, blanco amarillento, o amarillo limon
claro. L.os precipitados son cristalizables. Iis un reactivo muy sensible.
Procedimiento

Se colocan 0,5 g de hojas desmenuzadas o pulverizadas en un tubo de
ensayo de 18x150 mm. (para pruebas comparativas debera hacerse con
muestras debidamente pesadas y las mismas cantidadcs).

Se adiciona 10 mL de etanol y se coloca en un “bafio maria” (baiio de
aceite a 90 °C), y se hace hervir por 5 minutos.

Se filtra la solucion etanodlica, a través de papel filtro “rapido” y un
embudo de vidrio pequeiio, recibiéndose los filtrados en un tubo de

ensayo seco de 18x150mm,
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Se concentra la soluciéon etandlica a sequedad. Para esto hay tres
alternativas:

e Utilizando el “bafio maria”

e Utilizando el rotavapor

e Utilizando un “mechero de bolsillo”
Una vez seco, se deja enfriar y sobre el residuo se agrega de 2 a 5 gotas
de una solucidn de acido clorhidrico al 2%. Se agita ¢l tubo de mancra
de disolver todas las particulas sdlidas.

Se filtra el liquido (debe tenerse un filtrado completamente limpio) a
dos tubos de ensayo de 13x100 mm secos de modo que en cada uno
haya volumenes aproximadamente iguales.
Se coloca ambos tubos delante de un papel blanco.
Separadamente, a cada uno de los tubos se le agrega, gota a gota, 2
gotas de “reactivo de Mayer” y se observan los cambios que se
producen.
La precipitacion da un sélido blancuzco o amarillento lechoso indica la
presencia de alcaloides.
Si no hay cambio en la apariencia de la solucién esto indicara la
ausencia de alcaloides.
Reactivo de Mayer

Se disuelven 1,36 g de cloruro de mercurio (1) HgCl, en 60 mL de
agua y 5 g de yoduro de potasio KI en 10 mL de agua. Se juntan las

dos soluciones y se aforaa 100 mL.

TEST DE DRAGENDORFF
Este reactivo da con los alcaloides, en soluciones débilmente
aciduladas con 4acido sulfurico, precipitados de color rojo o

anaranjado, amorf(os, poco estables y cristalizables.
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Procedimiento

El procedimiento es el mismo que aquel del test de Mayer, excepto
que el reactivo utilizado es el de Dragendorff.

Reactivo de Dragendorff

Se disuelven 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado Bi(NOs;);.5H,0
en 20 mL de 4cido nitrico HNO5; concentrado (d = 1,18 g/mL), y
27,2 g de yoduro de potasio KI en 50 mL de agua. Se mezclan las dos
soluciones, y se deja en reposo durante 24 horas. Se decanta y se afora

a 100 mL.



116

ANEXO N4

IDENTIFICACION BOTANICA DEL TOE (Datura sanguinea)

por la M.Sc. Biga. Joaquina Albén Castillo
Jefa del Departaruento de Etnobotanica y Botanica Econdémica
Jefe Herbario San Marcos (USM)
Museo de Historia Natural-Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Nombre comin : Toe, misha toro, floripondio (Prov. Huancabamba, Piura).
Nombre cientffico: Datura sanguinea (R. & P.)
Familia: Solanaceae.

La planta de toe es un arbusto que presenta largas flores tubulares, de color
rojo sangre en la mitad superior y amarillas en la base (Fotos N°3 y N°4).

Dentro de la tribu Datureae se encuentran dos géneros: Datura y
Brugmansia. Entre las especies de Datura tenemos a la D. stramonium, especie
herbacea ampliamente distribuida en regiones calidas del mundo. Otras especies
de Datura incluye a D. ferox (China), D. quercifolia (México), D. pruinosa
(México), D. leichhardtii (Australia central), D. innoxia (México), D. discolor
(India), D. metal (Asia), D. wrightii (USA), D. Ceratocaula (México y América
Central) y D. sanguinea (Colombia, Ecuador y Pera).

La mayoria de estas especies son de importancia social y religiosa en las

antiguas culturas Andinas

Lima, 17 de febrero del 2006

Mag. Joaquina Adelaida Alb4n Castillo



Universidad Naclonal Mayor de San Marcos

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

CONSTANCIA

El JEFE DEL DEPARTAMENTO DE ETNOBOTANICA Y BOTANICA
ECONOMICA DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal recibida del Bachiller Golfer Muedas Taipe, procedente de la
Localidad de Sapalache, Piura, ha sido deterrinada segin el sistema de
Clasificacion de Cronquist, Arthur, 1981 como sigue:

DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida

SUBCLASE Asteridae

ORDEN Solanales

FAMILIA Solanaceae

GENERO Datura

ESPECIE D. sanguinea (R. & P.) D. Don

PROCEDENCIA: Distrito el Carmen de la Frontera, Provincia de

Huancabamba, Piura
Nuimero de Coleccién: Joaquina Alban C, 14618 (USM,MO)
NOMBRE VERNACULAR: Toe

Se expide la siguiente constancia a solicitud del interesado.

Dvpartamento de Etobotéanica y Botanica Econémica
Museo de Historia Natural. U.N.M.S.M.

Av. Arenales 1256, Jesis Maria Telfs.: (511) 471-0117, 470-4471, Fax: (511) 265-6819
Apdo. 14-0434, Lima 14, Pert 470-7918 e-mail:museohn@unmsm.edu.pe



Foto N°3.- Arbusto de toe (. sunguineua (R. & P.)), Cascapampa,
Huancabamba, Dpto. Piura, Ene’06 (Foto V. Reyna).

Foto N°4.- Flores del toe (Datura sunguinea (R. & P.)) ; Sapalache,
Huancabamba, Dpto. Piura, Jul'88 (Foto V. Reyna).
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RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR

DE LAS HOJAS DEL TOE (

(Datura sanguinea)

Pruebas de

Observaciones (color de

Principio Activo coloracién Fraccién | Resultados soluciones y/o
| precipitados)
Aminogrupos primarios Ninhidrina a ++ Mancha de color violeta
/o secundarios . .
y t ++ Mancha de color violeta
GrUpOS fenolicos libres (f:‘él(;:‘-ll(l:l: a + Color verde claro
TG Gelatina a i No hay t'o_rrpacién de
precipitado
b H Anillos-anaranjado-azul -
Reaccion de verde
Tripertenos y esteroides | Liebermann c + Anillos anaranjado
S d + Anillos anaranjado-rojo-
verde
Quinonas, antronas o Reaccion de b i Fase acuosa de color
antranoles Borntréger verde claro
Reaccion de c ++ Precipitado anaranjado
Draggendorff d i No hay fqrmaci(’)n de
precipitado
Reactivo de c ++ Precipitado blanco
Alcaloides Mayer d ] No hay formacién de
precipitado
Reactivo de c ++ Precipitado marrén
Wagner d i No hay formacién de
precipitado
L tocianidi d Fase amilica de color
?uqoz;n oct:lam. — Reaccion de amarillo
rojoj, catequinas Rosenheim N Fase amilica de color
(marron) e marrén
Fl A . d Fase amilica de color
;wlonon es excepto Reaccion de amarillo
tc aleonas, 'auhonas, Shinoda i FFase amilica de color
catequinas e isoflavonas e anaranjado
Saponinas Prueba de la ¢ + Formacidén de espuma
p espuma (h=5mm)

Convencién: Abundante (+++), regular (++), poco (+), negativo(-)




ANEXO N°6

CURVA DE TITULACION POTENCIOMETRICA DE LA

ESCOPOLAMINA

(ver Sec. 1I1.G. Analisis cuantitativo de alcaloides pag.67)
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ANEXO N°7
ANALISIS CUANTITATIVO DE ALCALOIDES EN LAS HOJAS
DEL TOE (D. sanguinea)

(Segunda determinacion)

1 Al agregar un exceso de solucion de acido sulfurico 2SOy (95 mL.,

0,0223 N) al Extracto Bruto de Alcaloides, ocurre la reaccion:

—

H ,OH
20H ; 2

00 CC H 00 CC H

L. L.

y se tiene que:
N° meq acido (sobrante) = N° meq acido total — N° meq alcaloide...( o)

donde N° meq 4cido total =N x V =0,0223 x 95 =2,1185 meq......( )

it El acido sulfurico H,SOy(,) sobrante, que queda sin reaccionar con el

alcaloide, se titula con 85,5 mL de soluciéon de hidroxido de sodio

NaOll(y) 0,0190 N, segun la ecuacion:

y en el punto de equivalencia se cumple que:

N° meq acido (sobrante) = N° meq base.............ccc..cceeeennnn. (v)

—
—
—

La cantidad (meq) de hidroxido de sodio (N = 0,0190 y V = 85,5 mL)

se determina por la relacion: N° meq =N x V (mL)

|
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N° meq base = Nnaon X V NaoH
N° meqmaony) = 0,0190 N x 85,5 mL
N°® meqmaony = 1,6245 meq

iv La cantidad (meq) de acido sobrante se determina por la relacion (y):

N° de meq (H,SO,) sobrante = 1,624S meq.................................. €)

v La cantidad (en meq) de alcaloides presentes se determina
reemplazando las cantidades ( 3 ) y (¢) en la relacion (o ):
N° meq de alcaloide = N° meq de acido total — N° meq de acido (sobrante)
= 2,1185 meq — 1,6245 meq
= 00,4940 meq

vi La masa (en mg) de alcaloide (escopolamina) se determina teniendo en
cuenta que:

M

Noeq=_ln_ 5

1Eq-g 7 1Eq-g =

donde, 6 es el nimero de hidrogenos intercambiados en la reaccion
acido base (para la escopolamina® =1) y M es la masa molecular de la
sustancia (para la escopolaminal\_/l = 303,36 g/mol).
Luego:

W = N°meq x M

W = (0,4940) (303,36)

W = 150 mg de escopolamina (en 10 g de muestra seca)
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vii El porcentaje de alcaloides en la muestra se determina por la relacion:
S0 g —» 100%

0,150g ——— % de alcaloides (como escopolamina)

Porcentaje de alcaloides — 0.1502x 100 % =0,30%
(como escopolamina) 50g
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ANEXO N°8
ENSAYOS DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ALCALOIDES

N°| Fecha | Actividad realizada® Resultados
07 Jun'0O1 | Obtencién del EBA.1
i EBA.1=914 mg.
1 a (apartirde 150 gde |
, , 11 CCF del EBA.I: Presencia del alcaloide mayoritario.
10 Ene’02 hojas del toe)
17 Ene’02 | Obtencién del EBA.2
i EBA.2=793 mg.
2 a (apartirde 150 g de |
, . 11 CCF del EBA.2: Presencia del alcaloide mayoritario.
26 Mar’03 hojas del toe)
1 Se obtuvieron 31 fracciones.
07 May'03
11 Andlisis por CCF de fracciones, presencia de
3 a CC1 del EBA.2
alcaloides en fracciones N°l (383 mg), N°2 (156 mg),
12 May’'03
N°3 (51 mg), N°4 (25 mg) y N°5 (14 mg).
16 Ene’03 | Obtencién del EBA.3 |
1 EBA.3=539mg.
4 a (apartirde 150 gde | ' ' o
. 11 CCF del EBA.3: Presencia del alcaloide mayoritario.
23 May'03 hojas del toe)
21 Ene’03 | Obtencién del EBA 4
' 1 EBA.4=399 mg.
h) a (a partir de 100 g de ) ) o
11 CCF del EBA 4: Presencia del alcaloide mayoritario.
22 Jul'03 hojas del toe)
Ensayo de formacién | ' _ )
' i Obtencién de pequeiia cantidad de cristales de color
10 Jul"03 del picrato de ‘
amarillo (< 10 mg).
6 a alcaloide, con muestra
11 Punto de fusion = 168-182 °C.
11 Nov'03 purificada o _
Referencia: Picrato de escopolamina = 187-188 °C
f3 (CC1-EBA.2) (51 mg)
i Se obtuvieron 7 fracciones.
06 Ene’04 N . ) .
ii Analisis por CCF de fracciones, presencia de
7 a CCl del EBA 4 _ )
alcaloides en fracciones N°1 (156 mg), N°2 (29 mg),
13 Ene’04

N°3 (29 mg) y N°4 (19 mg).

* Abreviaturas: EBA =

CC = Cromatografia en Columna.

Extracto Bruto de Alcaloides; CCF =

Cromatografia en Capa Fina;
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N° Fecha | Actividad realizada’ Resultados
20 Jul’'04 | Obtencion del EBA.5
. EBA.5 =753 mg.
8 a (a partir de 200 g de |
, _ 11 CCF del EBA.S: Presencia del alcaloide mayoritario.
21 Oct’'04 hojas del toe)
21 Jul’'04 CC2 de f1-f4 1 Se obtuvieron 6 fracciones.
9 a (CCI-EBA4) 11 Analisis por CCF de fracciones, presencia de
26 Jul’'04 (155 mg) alcaloides en fracciones N°5 (28 mg) y N% (25 mg).
01 Mar'05 CC3 de £5-16 1 Se obtuvieron 11 fracciones.
10 a (CC2/f1-f4, CC1-EBA4) |11 Analisis por CCF de fracciones, presencia de
11 Mar'05 (53 mg) alcaloides en fracciones N°4 (21 mg) y N°5 (8 mg).
31 Mar'05 CPP de f4-f5 1 Se obtuvieron 5 fracciones.
11 a (CC3/f5-t6, CC2) |1 Analisis por CCF de fracciones, presencia de
14 Abr'05 (29 mg) alcaloides en fracciones N°4 (6 mg) y N°S (4 mg).
1 Se obtuvieron 13 fracciones.
11 Feb'0S . . :
ii Analisis por CCF de fracciones, presencia de
12 a CC1 del EBA.S , _
alcaloides en fracciones N°2 (2 mg), N°3 (6 mg), N°4 |
14 Feb'05
© (291 mg), N°5 (310 mg), N°8 (30 mg) y N°9 (8 mg).
21 Feb’05 | Obtencion del EBA.6 |
i EBA.6=659 mg.
tir de 200 g d
1 e (a partir de & ae i1 CCF del EBA.6: Presencia del alcaloide mayoritario.
0S5 Abr'0S hojas del toe)

* Abreviaturas: EBA = Extracto Bruto
CC = Cromatografia en Columna.

de Alcaloides; CCF = Cromatografia en Capa Fina,
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ANEXO N°9

OBTENCION DEL EXTRACTO BRUTO DE ALCALOIDES N°3
(16 Ene’03-23 May '03)

1. Extracciéon sélido-liquido: Obtencién del Extracto Bruto Organico

a) Desengrase con n—hexano

1 En un frasco erlenmeyer de 1 L se colocd 150 g de la muestra y se
adicion6 300 mL de n-hexano. La mezcla se puso en agitacion, a
temperatura ambiente, durante cuatro horas, y luego se dejé en reposo
hasta el dia siguiente (20h).

n  Se separo el liquido sobrenadante de color verde oscuro, con una pipeta
volumétrica de 50 mL. Al so6lido restante se adiciond una nueva porciéon
de 300 mL de n-hexano y se agitd. Este procedimiento se realizdé un
total de 15 veces.

i Finalmente el s6lido himedo se transfiri6 a una bandeja de 17 cm x
26 cm, y se dejo que evapore el solvente a temperatura ambiente.

b) Extraccion con solventes

1 La muestra seca y desengrasada se introdujo en un frasco erlenmeyer de
1L y se macerd con 400 mL de metanol durante 17 horas.

n  Se separé el liquido sobrenadante, con una pipeta volumétrica de
50 mL. Al sélido restante se adiciond una nueva porcion de 400 mL de
metanol, dejandolo en reposo durante 24 horas.

mm Finalmente, se realizé una tercera maceracion durante S dias. Esto fue la
ultima maceracion debido a que el residuo sdlido dio test de Mayer

negativo.

* Para la agitacioén sc utiliz6 un agitador magnético cléctrico de cje llexible con paleta de vidrio MLW ER 10.
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Eliminacién del solvente

Todos los extractos organicos se juntaron y luego se concentr6é en el
rotavapor (35 °C, 300-50 mbar), casi hasta sequedad, obteniéndose el
Extracto Bruto Organico, de color marrén oscuro, que no se peso.
Separacion liquido—liquido: Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides
Disolucion del extracto bruto organico con solucidon acida

EEl extracto bruto organico se disolvié en 50 mL de solucién de acido
clorhidrico HCl, 1,0 M. Seguidamente la disolucion acuosa acida se
filtr6 a través de papel de filtro “lento”.

Este procedimiento se realizo cinco veces mas con porciones de 50 mL
de acido. El sélido remanente dio prueba negativa de alcaloides (test de
Mayer) y se descarto.

Los extractos acuosos acidos, de color marrén claro, se reunieron
(volumen total = 300 ml.) y se colocaron en un embudo de separacion
de1L.

Lavado de la disolucion acida con solventes organicos

La disolucion acida, que contiene los alcaloides como sales, se lavo 3
veces con porciones de 50 mL diclorometano.

Se separ6 la fase organica (que no contiene alcaloides, test de Mayer
negativo), de color amarillo, y se descarto.

Alcalinizacion del extracto con solucion de amoniaco NHj,) 1S N

La disolucion acuosa 4acida se alcalinizé con 100 mL de NHj, 1S N
hasta pH 9. Se observo el oscurecimiento de la disolucion.

Extraccion de alcaloides con solventes organicos

La fase acuosa basica (en el embudo de separacidon), se extrajo con
100 mL de cloroformo.

Esta extraccion se repitié cinco veces mas, hasta que la fase acuosa esté

exenta de alcaloides (test de Mayer negativo).
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i Los extractos organicos se secaron con sulfato de sodio anhidro vy,

previa filtracion, se colocd en un balon de 1 L y se concentr6 en el
rotavapor (35 °C, 400-150 mbar) hasta sequedad.

iv Sobre el residuo de alcaloides se agregé 100 mL de cloroformo y se
volvid a concentrar a sequedad en el rotavapor, (40 °C, 400-150 mbar),
repitiéndose esta operacion un total de cuatro veces. Esto tiene por
objeto eliminar las bases volatiles (amoniaco, NFHj)) que estuvieran
disueltas en el extracto.

v Finalmente se obtuvo 539 mg del Extracto Bruto de Alcaloides
(EBA.3), como un gel, de color marrén claro. El analisis por CCF nos

indica que el extracto contiene escopolamina.
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ANEXO N° 10
ANALISIS PRELIMINAR POR CROMATOGRAFiA EN CAPA

FINA (CCF) DEL EXTRACTO BRUTO DE ALCALOIDES
(ver Sec. I1I. H.4.g)
Muestra: Extracto Bruto de Alcaloides

Eluente: Cloroformo, 10% de metanol en CHCls, 25% de metanol en
CHCIl;, acetato de etilo-isopropanol (9:1) saturado con NHj,)
15 N, cloroformo-acetona (10:3) saturado con NHj, 15 N, y
hexano-acetona-amoniaco (25:25:1,5).

Placa: Placa de Silica gel 60 PF;s4, 0,2 mm.

Dimensiones de la placa: 2cm x5 cm

Revelador: Dragendorff*

Conclusion: Presencia de un alcaloide mayoritario.

Cloroformo 10% metanol en CHCl3 25% metanol en CHCl3
A
Scm
v
A ——————
2cm
AcOEt-ipOH (9:1)(sat. NHj) CHC13(Me),CO(10:3)(sat.NH3)
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* Preparaciéon del revelador Dragendorff (Modificacion de Munier y
Macheboeuf)

1° Soluciéon Madre. Se mezclan 5 mL de cada una de las soluciones A y B
Solucion A: Se disuelven 0,85 g de sub-nitrato de bismuto
SN,03.6B1,03.6H,0 en una mezcla de 10 mL en &cido
acético glacial CH;COOH y 40 mL de agua.
Solucion B:  Se disuelven 8 g de yoduro de potasio KI en 20 mL de
agua.
2° Solucion pulverizadora: A 10 mL de solucion madre se agrega 20 mL
de 4cido acético glacial CH3COOH vy se agrega agua hasta completar
100 mL.
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ANEXO N° 11
CROMATOGRAFIA EN PLACA PREPARATIVA (CPP) DE LA
FRACCION N°3 (ver Sec. II1.LH.6.f.i)
Muestra: Fraccion N°3
Eluente:  Cloroformo-acetona (10:3) saturada con NHj,) 15 N
Placa: Placas de Silica Gel 60 PFys4", 1 mm de espesor de capa
(20x20 cm?).
Dimensiones de la placa: 20 cm x 20 cm
Revelador: UV (254 y 360 nm) y reactivo de Dragendorff*

Conclusion: Presencia de la escopolamina en la fraccion N°6

20 cm

f6

1 cm

20 cm

* Preparacion del revelador Dragendorff (Modificacion de Munier y Macheboeuf)

1° Solucion Madre. Se mezclan 5 mL de cada una de las soluciones Ay B
Solucién A: Se disuelven 0,85 g de sub-nitrato de bismuto
5N;05.6B1,05.6H,0 en una mezcla de 10 mL en acido
acético glacial CH3COOH y 40 mL de agua.
Solucién B: Se disuelven 8 g de yoduro de potasio KI en 20 mL de agua.
2° Solucion pulverizadora: A 10 mL de solucién madre se agrega 20 mL de

acido acético glacial CH3COOH vy se agrega agua hasta completar 100 mL.

* Las placas fueron preparadas dispersando una suspension de silica en agua destilada sobre placa de
vidrio de 20x20 cm?.
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