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RESUMEN

- El cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana) esta relacionado con el muy
conocido cactus “San Pedro Hembra” (Echinopsis pachanoi) el cual es el constituyente
principal de la bebida San Pedro, utilizada en las denominadas Mesas con San Pedro que es
uno de los procedimientos mas importantes de la medicina tradicional del norte del Pera. Sin
embargo, como ocurre con muchas otras plantas de nuestro pais, el cactus “San Pedro
Macho” (E. peruviana) ha sido escasamente estudiadb, encontrandose en la literatura muy
pocas publicaciones sobre él: Pardanani, J., ef al. (1977) y Cjuno, M., et al. (2009) reportan
el aislamiento del principal alcaloide presente en este cactus, la mescalina (como
clorhidrato), mientras que Ogunbodede, O., ef al. (2010) reporta el analisis cuantitativo de la
mescalina (no del total de alcaloides) mediante HPLC. Finalmente, Agurell (1969) reporta
que la muestra de Echinopsis peruviana no contenia mescalina (anélisis de alcaloides por
cromatografia de gases y espectrometria de masas). De estos cuatro autores, sélo Cjuno, M.,
et al. (2009) y Ogunbodede, O., et al. (2010) trabajaron con cactus recolectados en' Per.
Los tallos del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana) contienen alcaloides del tipo
feniletilamina, siendo la mescalina el alcaloide més importante (Trout — 2005). En nuestro
laboratorio hemos aislado la mescalina como su sal, €l sulfato dihidratado, de la corteza de
los tallos del cactus “San Pedro Macho”, habiéndose caracterizado por su punto de fusion, el
andlisis porcentual de sus elementos y sus espectros de Masas, RMN'H, RMN'3C, IR y UV.
El analisis fitoquimico que realizamos, nos indica la presencia de alcaloides, aminogrupos
primarios y/o secundarios, grupos fenélicos libres, triterpenos y/o esteroides y catequinas.
Ademas, realizamos la determinacion cuantitativa del total de alcaloides de la corteza de los
tallos de este cactus habiéndose obtenido 0,19 % (procedimiento de European
Pharmacopoeia 5.0 — 2005). Cjuno, M., et al. — 2009 y Ogunbodede, O., et al. — 2010
realizaron el analisis cuantitativo de mescalina presente en el Echinopsis peruviana,
reportando que el porcentaje de mescalina en la corteza de los tallos fluctia entre 0,24 a
0,25 %. Adicionalmente, Pardanani, J., et al. — 1977, reportaron que el porcentaje de

mescalina presente en el cactus completo, corteza y pulpa, es 0,817 %.

Palabras clave: Echinopsis peruviana, San Pedro Macho, mescalina, marcha fitoquimica,

total de alcaloides.
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INTRODUCCION

La Quimica de los Productos Naturales es un campo de estudio muy amplio de la
Quimica Orgénica, y de mucha importancia para el Perti debido a la gran riqueza de su flora,
- y de la amplia utilizacion que se ha dado en el pasado y que actualmente continiia dandose a

lés plantas en medicina tradicional, y en otros dominios tales como colorantes, insecticidas,
aromatizantes, firmacos, entre otros.

Pese a que nuestro pais es uno de los mas privilegiadoé en cuanto a su mega-
biodiversidad de plantas, el conocimiento cientifico es escaso y su empleo en la industria
también, debido a ello no hay un gran aprovechamiento de esta riqueza.

La investigacion cientifica de las plantas medicinales comprende dos grandes etapas:

En primer lugar, debemos seleccionar o decidir la planta que vamos a estudiar, realizar
la adquisicion de la muestra, hacer la identificacién botanica de la planta y conseguir toda la
informacion referente a ella, tanto en el campo como en la biblioteca.

La segunda parte, referida al estudio quimico de las plantas medicinales, tiene como
objetivo responder todas las interrogantes en relacién 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
o marcha fitoquimica de la planta.

2. ¢(Cuénto contiene de determinada clase de constituyente (por ejemplo, de alcaloides)?, lo
cual se consigue mediante la determinacién cuantitativa de dicha clase de constituyentes.

3. ;Cual 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 extracciébn por solventes, separacion y purificacion) y la
identificacién espectroscopica de su estructura, mediante el andlisis de sus espectros de
Resonancia Magnética Nuclear RMN'H y RMN'3C, entre otras.

La presente tesis, en la linea de Quimica Orgénica de Productos Naturales, comprende
el estudio quimico de los alcaloides presentes en el cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis
peruviana), y constituyé para mi poner en practica los conocimientos adquiridos en los
cuatro cursos bésicos semestrales de Quimica Orgénica, los cursos de Proyecto de Tesis 1
CQ561, Proyecto de Tesis II CQ562 (Determinaciéon cuantitativa), y el curso electivo
CQO046, Quimica de Productos Naturales, habiéndome proporcionado una vision global de la
aplicacion de los conocimientos de Quimica Orgénica a la solucién de problema especificos:
(i) ¢(Qué clase de compuestos estan presentes?, (ii) (Cuél es el alcaloide principal que

'contiene? y (iii) ¢(Cudl es la cantidad de alcaloides contenidos en el cactus “San Pedro

Macho”?



i.

ii.

iii.

Este trabajo de tesis comprendi6 las siguientes actividades:

Trabajo experimental en el laboratorio quimico, realizado en el ambiente de
Investigacion de Quimica de Productos Naturales (C3 — 175), ubicado en el Laboratorio
N° 12 (Pabellén C) de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria,
que comprendid, la extraccién por solventes (sélido — liquido y liquido — liquido), la
purificacién de la mescalina mediante precipitacion como sulfato de mescalina
dihidratado y posterior recristalizaciéon, la caracterizacién preliminar mediante
cromatografia en capa fina y punto de fusion; y la cuantificacion del contenido de
alcaloides (determinacion potenciométrica).

Identificacién espectrométrica del sulfato de mescalina dihidratado, mediante el analisis

de los espectros ultravioleta, de masas, RMN'H, RMNC, espectros obtenidos en el

Chemical and Biophysical Instrumentation Center (CBIC) en la Universidad de Yale
(USA). _
Andlisis de la informacién bibliografica relativa a los estudios quimicos del cactus “San

Pedro Macho” (E. peruviana) y de la mescalina.

Todo este trabajo demand6é una dedicacion de 4 meses (considerando el trabajo de 8
horas/dia, durante 5 dias / semana) y se realizé durante los meses de octubre del 2012 —

enero del 2013 y junio — julio del 2013.



OBJETIVOS DE LA TESIS

- A, Objetivo general

Estudio quimico del cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana)

B. Objetivos especificos
i. Aislar e identificar (clésica y espectroscépicamente) el alcaloide mescalina como sulfato
dihidratado, obtenido a partir del cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana),
ii. el analisis cualitativo (marcha fitoquimica) de los metabolitos secundarios presentes en
dicho cactus; y
iii. el andlisis cuantitativo del total de alcaloides contenido en dicho cactus.
El objetivo especifico principal es el primero, esto es, el aislamiento e identificacion
de los principales alcaloides contenidos en el cactus San Pedro Macho, que llev6 al estudio y
experimentacion de los diversos procedimientos de aislamiento de alcaloides, y las técnicas
de identificacion espectroscdpicas. | '
L El aislamiento comprende las etapas de extraccién por solventes, separacion y
o - puriﬁcacién. Asi, describiremos los diversos métodos de extraccién de alcaloides publicados
en la bibliografia, las pruebas cualitativas de deteccién de alcaloides, la utilizacién de la
cromatografia en capa fina como método preliminar de identificacion, y la purificacién
mediante la formacion de derivados cristalinos (sulfato de mescalina dihidratado).
Asimismo, se describe la aplicacion de la espectrometria de masas y de resonancia
magnética nuclear (de hidrégeno y de carbono) en la identificacién de la estructura
molecular.

De esta manera se nos capacita en la rutina del trabajo quimico en productos naturales,
estudiando las diversas etapas del método de trabajo que se sigue para el estudio quimico de
alcaloides contenidos en una planta, el cual es andlogo al que se sigue para el estudio de
cualquier clase de compuesto orgdnico (metabolito secundario) contenido en un producto

natural.



I. ESTUDIO
BIBLIOGRAFICO
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A. ESTUDIOS QUIMICOS PRECEDENTES RELATIVOS AL CACTUS
“SAN PEDRO MACHO?” (E. peruviana)

Al iniciar esta Tesis considero importante indicar que la especie “San Pedro

Hembra” (E. pachanoi), especie muy relacionada con la planta que estamos

presentando, ha sido motivo de més estudios quimicos, y de una Tesis presentada en

nuestros laboratorios (Flores - 2000!, Reyna & Flores - 2001%).

1." Composicion Quimica del cactus “San Pedro Macheo” (E. peruviana)
“a) Analisis 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 extraccidn 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 andlisis
cualitativo del cactus E. peruviana. Sin embargo, precedentemente se realiz6 el estudio
del cactus “San Pedro Hembra” (E. pachanoi) (Flores - 2000', Reyna & Flores - 20012).
El andlisis cualitativo realizado en esta planta indica la presencia de alcaloides (+++),
triterpenos (+++), esteroides (+++), catequinas (+), saponinas (++), aminogrupos
primarios y/o secundarios (+++) y grupos fendlicos (+). Ademés, se demostr6é que el
cactus no contiene quinonas, taninos, leucoantocianidinas ni flavonoides. Tales
resultados fueron obtenidos empleando el procedimiento de Rondina & Coussio -

1969°, y se confirmaron mediante ensayos especificos descritos por Villacrés - 1995%.

b) Principales alcaloides presentes en el cactus “San Pedro Macho”

El cactus E. peruviana contiene alcaloides que tienen la estructura basica de la
feniletilamina, siendo la mescalina (a) el alcaloide mas importante (0,817 % en el cactus
seco, obtenido como clorhidrato de mescalina, Pardanani, J. et al. - 1977°). También se
encuentran pequéﬁas cantidades de tiramina (b); 3-metoxitiramina (c);
3,4-dimetoxifeniletilamina (d); 3,5-dimetoxi-4-hidroxifeniletilamina (e) y otros dos
compuestos no identificados (Agurell, S - 1969%., Pardanani, J. et al. - 1977° y
Trout - 20117), cuyas estructuras se muestran en la Figura 1, en la cual se incluye la

estructura basica de la feniletilamina (f).

* Metabolitos secundarios o productos naturales.- Se refiere a los compuestos orgénicos de estructura variada,
presentes en los organismos vivos, que tienen una distribucién 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 distribucién en plantas y animales.
Ejemplos: carbohidratos, amino4cidos y proteinas, mucilagos, ceras, etc.



\

z
T
N

(a) Mescalina

o]
e
. NH;,
HO
(¢) 3-metoxitiramina®
o .
/
NH,
HO

(o)

e

(e) 3,5-dimetoxi-4-hidroxifeniletilamina®

NH,
HO
(b) Tiramina*
(o}
/
NH,
\O . .

(d) 3,4-dimetoxifeniletilamina

NH,

(f) Feniletilamina

Figura 1. Principales alcaloides presentes el cactus “San Pedro Macho”

(E. peruviana).

¢) Analisis cuantitativo de alcaloides en el cactus “San Pedro Macho”

En la bibliografia hemos encontrado dos reportes de la determinacién cuantitativa

del total de alcaloides presentes en el cactus Echinopsis peruviana:

i. Cjuno, M. et al. - 2009® reportan el contenido mescalinico en el Echinopsis
(Trichocereus) peruviana (recolectado en junio del 2008 en Chavin de Hudntar, Huari,
Ancash, 3090 m.s.n.m.) siguiendo el procedimiento de extraccién 4cida de la muestra
(corteza verde, incluyendo epidermis) seca y desmenuzada; regeneracion de los
alcaloides libres a través dq la basificacion del extracto 4cido hasta pH = 12 (de esta
manera en la siguiente etapa no se extraen las bases fendlicas), los cuales fueron
extraidos con cloroformo. El extracto bésico se precipita como clorhidrato (en cloruro de

hidrégeno, HCl(), disuelto en éter etilico) y se pesa la sal asi obtenida habiendo obtenido

0,25 % de mescalina en la corteza seca del cactus, ver Tabla 1.

* Intermediarios en la biosintesis o biogénesis de la mescalina (ver Sec. A. 5)
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ii. Ogunbodede, O. et al. - 2010° reportan el contenido mescalinico del E. peruviana,

mediante HPLC”, habiendo obtenido 0,24 % de mescalina en la corteza seca de los tallos

del cactus (la muestra fue recolectada en el Distrito de Matucana, Regién de Lima por la

empresa Karel Knize).

Es pertinente remarcar la gran similitud de estos dos resultados con muestras

recolectadas en dos regiones diferentes (Huari — Ancash y Matucana — Lima).

Adicionalmente, Pardanani, J. et al. - 1977° reporta el aislamiento del clorhidrato de
mescalina (0,817 %) a partir del cactus “San Pedro Macho” cultivado en Abbey Graden

— California, Estados Unidos.

En contraposicién con estos resultados Djerassi, C., et al. — 1955 y

Agurell — 19698 reportan no haber encontrado mescalina en el cactus E. peruviana.

Tabla 1. Porcentaje (%) de alcaloides presentes en cactus “San Pedro Macho” reportados en

la literatura
% (respecto
Parte del Procedencia de Compuesto
Nro. Autor al cactus
cactus la muestra obtenido
seco)
Chavin de
Cjuno, M.,
1 Corteza Huantar, Ancash, Mescalina HCI 0,25
et al. - 2009
Pert
Ogunbodede, O., Matucana, Lima,
2 Corteza Mescalina 0,24
etal.—2010 Pera
Pardanani, J., Abbey Garden,
3 : Mescalina HC1 0,817
etal —1977 California, USA
Corteza . )
4 Djerassi, C., Chosica, Lima,
et al. — 1955 Y Perti
: pulpa

' Paises Bajos o
5 Agurell, S. - 1969 .
Suecia

* HPLC: Cromatografia liquida de alta presion/Cromatografia Liquida de Alta Performancia.



2. Aislamiento de alcaloides del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana)

En la bibliografia se reportan dos trabajos que tratan del aislamiento del clohidrato
de mescalina a partir del cactus “San Pedro Macho”: Cjuno, M. et al. - 20098 y
Pardanani, J. et al. - 1977°.

A continuacién se describen ambos procedimientos, los cuales para una mejor
comprension, se presentan divididos en subtitulos (muestra utilizada, extraccion sélido —

liquido, separaci6n liquido — liquido, purificacién e identificacion).

a) Procedimiento de Cjuno, M., et al. - 2009®

ii.

iii.

iv.

vi.

“El género Trichocereus, Ecologia y Contenido Mescalinico”

Muestra utilizada

Muestra: Corteza verde incluyendo epidermis del cactus “San Pedro Macho” (Chavin
de Hudantar, Huari, Ancash, 3090 m.s.n.m., junio del 2008).

Secado de la muestra: El material se seca en estufa a 40 °C.

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

El material vegetal seco y desmenuzado se somete a extraccion acida.

Separacion liquido - liquido (Obtencién del Extracto Bruto de alcaloides, EBA)

El extracto acido se basifica a pH = 12 (de esta manera no se extraen las bases
fendlicas) y extraccién con cloroformo.

Purificacién y obtencion del clorhidrato de mescalina

El extracto basico se precipita con HCI etéreo y se pesa la sal obtenida, clorhidrato de
mescalina.

La pureza del producto se ensaya por CCF (SiGel G60; CHCl3 : MeOH : NH3; 9:1:0,1;
K2Ptls) y espectroscopia IR.

b) Procedimiento de Pardanani, J., ef al. - 1977°

ii.
fiil.

.\ A

“Cactus alkaloids. XXXVI. Mescaline and related compounds from
Trichocereus peruviana”.

Muestra utilizada
Muestra: Cactus “San Pedro Macho” (Abbey Garden — California, USA) seco y
pulverizado (400 g).

' Extracciéu s6lido —liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)

Desengrase con éter de petroleo, se eliminan 7 g de lipidos (1,7 %)
Basificacion con cloroformo: metanol: amoniaco acuoso NHigac) (2:2:1).
Extracciéon por percolacién con 1,5 litros de cloroformo: metanol: amoniaco acuoso

NHiac) (9:0,9:0,1) y posterior extraccion con 18 L de cloroformo.



v. Concentracién en rotavapor a un jarabe viscoso.

. Separaci6n liquido - liqguido (Obtencién del Extracto Bruto de alcaloides, EBA)

vi. Disolucién del jarabe viscoso con una solucion de acido clorhidrico HCle) 1 N 6 x 200 mL.

vii. Combinacién y filtrado de los extractos acuosos. Extraccién (6 veces) con 1 L de una

-mezcla de volimenes iguales de cloroformo CHCl3 y éter etilico CaHsOC,Hs,
respectivamente.

viii. Ajuste del pH de la solucién acuosa 4cida a 8,5; 9,5 y 10,5 con una solucién de

hidréxido de sodio NaOHsc) 7,5 N. A cada valor de pH, la fraccioén acuosa se extrae con

3 L de una mezcla de volumenes iguales de cloroformo CHCI; y éter etilico C2HsOC,Hs,
respectivamente.

ix. Secado de los extractos organicos con sulfato de sodio anhidro NaxSOss), y
concentracion al vacio.

x. Disolucion de la fraccion de alcaloides resultante en etanol (1 mL por cada 15 g de droga
seca); si es necesario se filtra.

xi. La disolucién etanélica se adiciona a una columna de resina de intercambio iénico
Amberlita IRA - 401 S en forma de hidréxido (OH) (20 g en 100 g de planta seca). La
columna se lava con etanol, continudndose hasta que las fracciones efluentes sean
incoloras. Estos extractos etanélicos se evaporan a sequedad sobre un bafio de vapor,
obteniéndose el extracto de alcaloides no fen6licos (mescalina).

xii. La fraccién no fendlica se disuelve en una solucién de acido clorhidrico HCl(c) 0,5 Ny
se vuelve a tratar como se indica en las etapas vi a viii.
¢ Purificacién y obtencion del clorhidrato de mescalina
xiii. Disolucién del residuo de base libre en una pequefia cantidad de etanol absoluto.
xiv. Adicion de una solucién de HCl(g) en etanol absoluto, al 5 % y disminucién del pH a 2.

xv. Adicién de éter etilico C2HsOCoHs para inducir la cristalizacién y luego de enfriar se
obtiene 2,868 g de clorhidrato de mescalina.

xvi. Se empleé CCF para recup'efar 400 mg de mescalina (como clorhidrato de mescalina) a

partir de los liquidos madres.

Adicionalmente, es preciso indicar que en la bibliografia se presenta el aislamiento
del clorhidrato y del sulfato de mescalina a partir del cactus “San Pedro Hembra” (E.
pachanoi): Turner & Heyman - 1960!!, Poisson - 19602 y Crosby & McLaughlin —
197315,
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3. Identificacion clisica de la mescalina y/o derivados

a) Comportamiento cromatogrifico

i. Cromatografia en capa fina - CCF: Flores - 2000!
Adsorbente : Silica Gel 60F — 254 (Merck)
Eluente : Cloroformo — Acetona — Amoniaco 15 N (10:17:1)
Revelador: Ninhidrina al 2 % en Etanol
Rf: 0,82

ii. Cromatografia en capa fina - CCF: Pardanani, J., f al. - 1977°
Adsorbente : Silica Gel 60F — 254 (Merck)
Eluentes:
- F: Eter etilico — MeOH — amoniaco acuoso 58 % (17:2:1)
- G: Cloroformo — MexCQO — amoniaco acuoso 58 % (17:10:1)
Revelador: Fluorescamina y bencidina tetrazotizada — luz UV
Re : 0,58 (Eluente F). No indican Rr para el eluente G.

iii. Cromatografia en capa fina - CCF: Ma, W. W., et al. - 1986

Adsorbente : Silica Gel 60F — 254 (Merck)

Eluentes®: - MexCO — Et;O0 — MeOH — NHsgae) (6:6:5:1)
- Et0 —MeOH — NHag (8:4:1)
- CHCIs — EtOH — NH3(a) (7:7:1)

Revelador: Fluorescamina y luz UV (Color: Verde amarillento caracteristico)
Rf: No proporcionan valores de Ry
iv. Cromatografia papel: Turner & Heyman — 1960"!
Adsorbente : Papel Whatman N°1 |
Eluente : Butanol — 4cido acético — agua (4:1:1)
Re : 0,48

b) Punto de fusion
i. Mescalina: 35 — 36 °C (The Merck Index — 1996)

ii. Suifato de mescalina y sulfato dcido de mescalina

Sulfato acido 158 °C ( The Merck Index — 1996) (Hahn & RumpH — 1938, citado
por Patel — 1968)

Sulfato acido 183 °C (Tsao — 1951) (Obtenida por sintesis)

Sulfato 4cidoH.O 183 — 186 °C (Patel - 1968)

Sulfato 184 °C (Turner & Heyman — 1960)

* Abreviaturas: Me2CO = Acetona, MeOH = metanol; EtO = éter etilico; EtOH = etanol



Sulfato
Sulfato acido2H.O
Sulfato 4acido2H,O
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185 — 186 °C (Patel - 1968)
183 — 186 °C (The Merck Index — 1996) (Spéith — 1919)
183 °C (Flores —2000)

iii. Clorhidrato de mescalina

181 °C
180-181°C
181-182°C
182 °C

184 -185°C
183 -184°C

iv. Picrato de mescalina
218 °C
224 °C
217°C

(The Merck Index — 1996)

(Benington & Morin — 1951) (Obtenida por sintesis)

(Reti & Castrillén — 1951)

(Poisson — 1960) (Recristalizado con CH30H - éter)
(Crosby & McLaughlin — 1973) (Recristalizado en etanol
absoluto — éter absoluto)

(Pardanani, R., et al. — 1977) (Recristalizado en etanol

absoluto — éter absoluto)

(Poisson — 1960) (Recristalizado en metanol)
(Turner & Heyman — 1960)
(Tsao — 1951) (Con descomposicion) (Recristalizado en

metanol)

4. Identificacion espectroscépica de la mescalina y/o derivados

En la Seccion 1.B.5 (Identificacién espectroscopica de compuestos orgénicos, pag.

43) se presentaran los aspectos generales y la importancia de las principales técnicas

espectroscopicas en la determinacién de la estructura molecular: La Espectroscopia de
Masas (EM), la Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN'H) y de Carbono
(RMN3C), asi como la espectroscopia de Infrarrojo (IR) y de Ultravioleta (UV).

a) Espectros de masas de la mescalina y compuestos andlogos

-i. National Institute of Standards and Technology (NIST) Mass Spectrometry Data

Center - 201422

A través del siguiente sitio web:
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C54046 & Units=S1&Mask=200#Mass-Spec

se obtuvo el espectro de masas de la mescalina proporcionada por el NIST Chemistry

WebBook, ver Figura 2, en el cual se pueden los valores de los iones y su intensidad

relativa.
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Figura 2. Espectro de masas (EI) de la mescalina (NIST Chemistry WebBook - 2014).

Mills IT1, T., et al. - 20065

La serie de libros de referencia ‘Instrumental Data for Drug Analysis’ recopila

informaci6n espectroscépica de 1638 compuestos, como sus espectros de masas (EM),

RMN, IR, UV, asi como sus cromatogramas CG y HPLC.

En este libro se presenta el espectro de masas de la mescalina (Figura 3) donde se

observan los principales picos y sus intensidades relativas, pero sin indicar el tipo de

espectrometro de masas utilizado: 211 (28 %), 182 (100 %), 167 (60 %), 151 (20 %).
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- Figura 3. Espectro de Masas de la mescalina (Instrumental Data for Drug Analysis, 3

Ed. 2006).
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Scientific Working Group for the Analysis of Seized Drugs (SWGDRUG) - 2005*
El Grupo Cientifico de Trabajo para el Andlisis de Drogas Incautadas
(SWGDRUG) publicé en el 2005 un trabajo monografico respecto a la mescalina, en el

que presentan su espectro de masas (Figura 4) indicandose sus principales fragmentos.

Sican U52' (S0 ek OKRMESD ez

oy 2

@

Figura 4. Espectro de masas de la mescalina (SWGDRUG - 2005).

iv. Henry, J., et al. - 2003%

Proporciona el espectro de masas de la mescalina con sus fragmentos
caracteristicos, obtenidos en un equipo de Cromatografia de Gases — Espectrometria de
Masas (CG/MS SIM) (Figura 5).

Scmw (9.303 min) of 1IQJUNGR.d
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Figura 5. Espectro de masas (EI) de la mescalina (Henry, J., et al. - 2003).
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v. Flores - 2000
Proporcionan el espectro de masas de la mescalina (aislada de E. pachanoi), ver

Figura 6, y los principales fragmentos i6nicos correspondientes a los picos: 211 (i6n
molecular M¥, 37,1 %), 182 (pico base, 100 %), 167 (48,9 %) y 151 (12,2 %),
obtenidos en un Espectrémetro MS 5870B (70 eV - Proceso de ionizacién por impacto

de electrones).
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Figura 6. Espectro de masas (EI) de la mescalina (Flores - 2000).
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vi. Fucci & Chiarotii - 19962
Reportan los iones caracteristicos de la mescalina obtenidos en un Espectrometro

de Masas HP 5971A operado por Impacto Electrénico (EI, 70 eV) en modos de analisis
SIM (Selected Ion Monitoring) y TIC (Total Ion Monitoring).
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Figura 7. Espectro de Masas (EI) de la mescalina (Fucci & Chiarotii - 1996).
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vii. Ikan - 19917
Reporta los valores de los iones caracteristicos (y su abundancia relativa) del
espectro de masas de la mescalina; sin embargo, no hace referencia al tipo de
espectrémetro de masas empleado: 211 (17 %), 183 (7 %), 182 (34 %), 167 (25 %),
151 (6 %), 44 (100 %), 30 (70 %).

viii,. Recommended Methods for Testing Peyote Cactus (Mescal Buttons)/Mescaline and

Psilocybe Mushrooms/Psilocybin — 1989

El presente manual corresponde a una serie de publicaciones cuyo objetivo es el de
facilitar el analisis y la identificacién de varios grupos de drogas controladas
internacionalmente. , v

En este manual se presentan los iones caracteristicos de la mescalina, sin
indicacién del tipo de espectrometro de masas empleado: 211 (lon molecular),
182 (Pico base), 167, 151.

ix. Ma, W. W., et al. - 198614
Proporciona los iones caracteristicos de la mescalina y de dos compuestos
analogos, obtenidos en un Espectrometro de masas Finnigan TSQ (Modelo 4500) de
triple cuadrupolo. v
e Mescalina, m/z: 212 (M+H)*, 195 (M+H — CH3)*, 180 (M+H — NH3-CH3)",
168 (M+H — Cadena lateral)*, 165 (M+H — NH3-CH0)".
e 3,4-dimetoxi—B—feniletilamina, m/z: 182 (M+H)", 165 (M+H — CH3)",
150 (M+H —NH3-CH3)*, 138 (M+H — Cadena lateral)".
¢ 3,4-dimetoxi—4-hidroxi—B—feniletilamina, m/z: 198 (M+H)", 181 (M+H — CH3)",
166 (M+H ~ NH3-CH3)", 153 (M+H — Cadena lateral)*, 121 (M+H — NH3-CH20)".

X. Becker - 19852
’ Proporciona el espectro de masas y, ademas, los principales fragmentos y los iones
que le ‘c':_orresponden, asi como las intensidades relativas respectivas, de la mescalina
| v obtenidé del Peyote (Lophora williamsii); sin indicacion del tipo de espectrometro de
masas empleado: 211 (38,55 %), 182 (63,86 %), 181 (51,81 %), 167 (45,78 %).
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Figura 8. Espectro de masas de la mescalina (Becker - 1985).

xi. Agurell —1969°
Proporciona los espectros de masas los dos ultimos compuestos de
Ma, W. W, et al. - 1986'* y, ademés, de la 5 — metoxitiramina, pero no de la mescalina,
tal como se reproduce en la Figura 9. En este caso el andlisis se realizé con un equipo

acoplado de Cromatografia de Gases — Espectrometro de Masas LKB 9000.

100
o, ‘
A ao
‘CH:O@
s0 — CH;O NH,
152
15%
i I A du a1 d s i d| M. 189
7 ¥ T T T
e
30
50 | c‘"”’@
L O
138 NMH2
a7 .
ll (!u; m‘ﬂ M ll — ﬂ 'y ”‘||°7
[} n T 'r'
c 30
$0 - : HHy
M+ 197
; , e _ ‘
50 100 150 mJ/e 200

Figura 9. Espectro de masas (EI) de la 3,4-dimetoxi~B-feniletilamina (A), 3,4—
dimetoxi— 4-hidroxi—p—feniletilamina (B) y 3,5-dimetoxi—4-hidroxifeniletilamina (C)
(Agurell - 1969).
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Comparacién de Espectros de Masas

Es pertinente resaltar la ligera diferencia, en una unidad, que se presenta en el valor
de dos de los iones caracteristicos de los compuestos comunes proporcionados por estos
autores, tal como lo indicamos a continuacion:
3,4—dimetoxi—p—feniletilamina,
m/z: 182, 150 (Ma, W. W., et al. — 1986)

181, 152, 151 (Agurell - 1969)
3,4—dimetoxi—4-hidroxi—f—feniletilamina

m/z: 198, 166 (Ma, W. W., et al. — 1986)

197, 168, 167 (Agurell - 1969)

Esta diferencia en una unidad se debe a que los dos equipos empleados se basan en
principios distintos para ionizar la muestra.

El grupo de Agurell — 1969° utiliza un equipo de ionizacién por impacto
electrénico (EI), el cual proporciona picos correspohdientes a las masas de los
fragmentos que se producen a partir del ion molecular, es decir, los valores verdaderos
de tales masas.

Por otro lado, el grupo de Ma, W W., et al. - 1986'4, utiliza la técnica de
ionizacion quimica, mediante la cual se obtienen los iones M + 1, de acuerdo al
fenémeno descrito a continuacién: la muestra se introduce casi a presion atmosférica,
con un gran exceso de metano. El metano se ioniza (en la forma usual) para dar lugar a
los iones primarios CH4*, CH3", etc. Estos iones reaccionan con el exceso de metano
para dar lugar a los iones secundarios CHs'y C;Hs', de acuerdo a las siguientes
ecuaciones:

CH,* +CH, CHs* + *CH;
CH;" +CHy ————— C,Hs" + H,

Finalmente, los iones secundarios reaccionan con la muestra (RH):
RH+ CHy* —— RH," + CH,
RH + C,Hs" —————— RH," + C,H,

produciendo los iones M + 1 (iones cuasimoleculares), los cuales por lo general
son intensos. _

La Tabla 2 resume, para la mescalina, los iones caracteristicos, asi como sus
porcentajes de intensidad reportados por NIST - 2014%%; Mills, T., et al. - 2006%;
SWGDRUG - 2005%; Henry, I., et al. - 2003%%; Flores - 2000'; Fucci & Chiarotti -
1996%5; Tkan - 1991%” y Becker - 1985%. En esta Tabla 2, hemos incluido los valores de
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los iones caracteristicos que obtuvimos en el espectro de masas de la mescalina que

aislamos del cactus E. peruviana.

Tabla 2. Porcentajes de los iones caracteristicos para la mescalina

%
Tesis Mills II1,
m/z NIST Flores Ikan Becker
Baldera (2014) T, etal. (2000) (1991) (1985)
(2014) (2006) '
211 11,37 3,40 28 37,15 28,81 38,55
183 44,84 6,71 12 12,16 11,86 -
182 100 63,82 100 100 100 63,86
181 69,40 16,53 44 57,59 - 57,62 51,81
167 50,41 16,03 60 48,86 42,37 45,78
151 17,63 6,21 20 12,16 10,17 -
xiii. Ecuaciones de fragmentacion de los principales picos
Mt 211
Moo ° ne”” ° O M |
H,c\o - + & —— Hac\o + 2e
ne”” ° e °
M 211
3
m/z 182: (M - CH,NH)
+ ' t
- P o O CH,
H
N et _— RN y + e
H:,C/ ° Hac/ °
MY 211 m/z 29 g/mol
182
+
m/z 181: (M’ - CH,NH,)
.
" o i o CH,
“sc\o NH, _ “ﬂc\o ® + [N
He” ° e °
ME 211 miz 182 30 glrad



m/z 167: (m/z 182 - CHj)

0. CH,
HiC
H
me. SR
3 \o "
'
H;,C/“
m/z 182

o CH, o
e ne””
H
HyC. s HC
o H ™~
®0.
“NeH,

m/z 151: (m/z 182 - OCHj,)

(o]
/~

,,\
;0.
"\\cm
m/z 182
m/z 44
0.

H,c/ £
Hac.:\o K Nz —_— .

(o]

H,c/
+
M* 211
m/z 30
0.
Hsc/ A\
(.
HaC. *NH; —_— .
o @
(o}
H;.C/
M* 211
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<) CH
H;;C/ )
5 + *CHy
o:
e @
m/z 167 15 g/rad
o CH,
H,c/ ’
H
—_— H;C\ + 'BCH
o) & H o
m/z 151 31 g/rad
o
H,c/
H
A e
HC——NH, o
® o
ch/
m/z 44 167 g/rad
o cH
H:,C/ ’
®
H,C———NH, + ‘ H,c\o
o
H,c/
m/z 30

181 g/rad
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b) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidr6geno, RMN'H
En la bibliografia se presentan los espectros de RMN'H de la mescalina
(base libre — i, ii), del clorhidrato de mescalina (iii) y del sulfato de mescalina
_dihidratado (iv).
Para la interpretacién de los espectros de RMN'H que se har4 en la presente tesis

se adoptaré la siguiente notacion:

o 5 1 6
NH,
4
Hac/ ;
3HC 5
\O
(0]
4 Hy C/

Figura 10. Numeraci6n de la estructura de 1a mescalina para los 4tomos de hidrégeno.

i. Soderquist, J., et al. - 2006%° : Mescalina (base libre)
Reporta los desplazamientos quimicos del espectro RMN'H (300 MHz) de la
mescalina (base libre, P. fusién = 32 — 34 °C) en CDClI3, obtenida por sintesis:

8 (ppm) = 2,81 (t, 2 H); 2,98 (m, 2 H); 3,77 (s, 3 H); 3,80 (s, 6 H); 6,42 (s, 2 H).

ii. SWGDRUG - 2005%* : Mescalina (base libre)
Proporciona el espectro RMN'H (400 MHz) para la mescalina, como base libre, en

CDCls, sin indicacién del tipo de espectrémetro de resonancia magnética nuclear

empleado (Figura 11).
e fEv T
paborenl 27
2975 €182
TEED 24.94
Edas EFER
TS ERERTE

) l

Figura 11. Espectro de RMN'H (400MHz) en CDCl3 de la mescalina, como base libre
(SWGDRUG - 2005).

Observacién.- La sefial, 8 = 7,265 ppm (singlete), corresponde al solvente CDCls.
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iii. Mills HI, T., ef al. - 2006 : Clorhidrato de mescalina
Proporciona el espectro RMN'H para el clorhidrato de mescalina, MescalinaHCI,
en CDCI3/CD3OD y obtenido en un Espectrémetro FTNMR (Figura 12).

MESCALINE HCL (CDCL3/£U3OD) FTNMR

i 13 T r ¥ l ] + L} ¥ ¥ ) i L L 1 B [ LA L Ly T ) ’ ) T + T ¥ ] I ¥ L) ¥ L3 ' N
3600 2500 2000 1500 1000 500 0 Hz 4.4
1
3N
4 23
§

_AA .
r T v 17 l 7 7 T ¥ I v 3 b T ‘ T E l LI B ) h + + U0 ‘ LRI ] ] LERIRE ' LIS S ] ‘ LR ‘ T T

10 9 g 7 & 5 4 3 2 1 o PPM

Figura 12. Espectro de RMN'H en CDCI3/CD30D del clorhidrato de mescalina (Mills
I, T., et al. - 2006).
Observacion.- Las sefiales, 6 = 3,05 — 3,25 ppm (multipletes) y 7,29 ppm (singlete),

corresponde a los solvente CD30D y CDCls, respectivamente.

iv. Flores - 2000 : Sulfato de mescalina dihidratado
Proporcionan el espectro RMN'H (500 MHz) del sulfato de mescalina dihidratado,
aislado del cactus E. pachanoi, en DO y obtenido en un Espectrémetro RMN

Varian — Inova 500, como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Espectro de RMN'H (500 MHz) en D;O del sulfato de mescalina
dihidratado (Flores - 2000).
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v. Comparacién de espectros RMN'H
En la Tabla 3 se resumen estos resultados y, ademds, se incluyen los valores que
obtuvimos en el espectro de RMN'H de la mescalina (sulfato dihidratado) que aislamos
del cactus E. peruviana, en DMSO-ds y D20 (los cuales se presentan en la Sec. IL 1. 2,
3, Pag. 79), observando la correspondencia que hay entre los valores encontrados y
aquellos de Flores - 2000,

Tabla 3. Desplazamientos quimicos (3, ppm) de los dtomos de hidrégeno en el espectro

RMN'H de distintos derivados de la mescalina

Mescalina-H2SO042H20 Mescalina-HC1 Mescalina
Numeracién Tesis
Flores MillsIII, T, et al. Soderquist, SWGDRUG
del 4tomo de Baldera
Hidrégeno 2014y (2000) (2006) J., et al. (2005)
(2006)
DMSO-ds D:0 D20 CDCL/CD3OD CDCls CDChs
H-1 2,67 294 278 - 2,81 2,700
H-2 2,89 3,26 3,11 - 2,98 2,976
H-3 3,62 3,75 3,58 3,80 3,717 3,832
H-4 3,76 3,85 3,69 3,85 3,80 3,860
H-5 6,52 6,67 6,50 6,49 6,42 6,425
H-6 3,32° 4,79* 4,65° - - -
Observacion.-

2 Estas sefiales corresponden al solvente D;0.

b Sefial correspondiente a NH; parcialmente solapado con la sefial residual de HDO.
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¢) Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono, RMN!3C
En la bibliografia se presentan los espectros de RMN'*C de la mescalina
(base libre — i, ii), del clorhidrato de mescalina (ii) y del sulfato de mescalina
dihidratado (iii).

Para la interpretacion de los espectros de RMN'3C que se hara en la presente tesis

se adoptara la siguiente notacién:

3 O NH,
H3C/

Figura 14. Numeracién de la estructura de la mescalina para los 4tomos de carbono.

i. Soderquist, J., ef al. - 20063 ; Mescalina (base libre)
Reporta los desplazamientos quimicos del espectro RMNYC (75 MHz) de la
mescalina (base libre, P. fusién = 32 — 34 °C) en CDCl3, obtenida por sintesis:
S (ppm) = 39,8; 43,2; 56,0; 60,8; 105,6; 135,3; 136,3; 153,1

~ ii. Bailey & Legault— 198331 : Mescalina (base libre y clorhidrato)

Proporcionan los desplazamientos quimicos de RMN!*C (20,1 MHz) de protones
desacoplados para trimetoxifeniletilaminas mono- y disustituidas, asi como
‘anfetaminas, obtenidos en un Espectrémetro RMN Bruker WP80 Transformada de
Fourier. Los desplazamientos quimicos para la mescalina (base libre), disuelta en

CDCls y el clorhidrato de mescalina, disuelta en D20, se presentan en la Tabla 4.

iii. Flores - 2000! : Sulfato de mescalina dihidratado
Proporcionan los espectros RMN'3C DEPT 90 (125 MHz) en CDCl; y RMN'3C de
protones desacoplados en D20 del sulfato de mescalina dihidratado, aislado del cactus

E. pachanoi, y obtenidos en un Espectrémetro RMN Varian — Inova 500 (Figura 15).
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Figura 15. Espectros de RMN'3C (125 MHz): (a) DEPT 90 en CDCl3 y (b) Protones

desacoplados en D20 del sulfato de mescalina dihidratado (Flores - 2000).
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iv. Comparacién de espectros RMN3C
En la Tabla 4, se resumen los desplazamientos quimicos de todos los carbonos de
la mescalina (base libre, clorhidrato y sulfato dihidratado) presentados anteriormente.
En esta Tabla 4, hemos incluido los valores de desplazamientos quimicos que
obtuvimos en el espectro de RMN'3C del sulfato de mescalina dihidratado que aislamos
" del cactus E. peruviana, disuelto en D20 (los cuales se presentan en la Sec. II. I. 4, Pag.
83); y se observa la correspondencia que hay entre los valores encontrados y aquellos de

Flores - 2000,

Tabla 4. Desplazamientos quimicos (8, ppm) de los dtomos de carbono en el espectro

RMN!3C de distintos derivados de la mescalina.

Mescalina-H2S042H20 Mescalina'HCl Mescalina
Numeracion
Tesis Soderquist,
del atomo de Flores Bailey & Legault
' Baldera J., et al.
Carbono : (2000) (1983)
(2014) (2006)
D20 D20 D20 CDCls CDClIs
C-1 33,00 33,19 35,77 40,39 39,8
C-2 40,45 40,64 43,30 43,30 43,2
C-3 56,01 56,15 58,97 56,30 56,0
C-4 60,84 61,00 63,71 60,97 60,8
C-5 106,25 106,39 109,32 106,28 105,6
C-6 133,51 133,69 136,34 135,86 135,3
C-7 135,60 135,75 138,83 137,07 136,3
C-8 152,61 152,76 155,59 153,65 153,1




26

d) Espectroscopia de Infrarrojo, IR
En la bibliografia se presentan los espectros de IR de la mescalina (base libre), del
clorhidrato de mescalina y del sulfato de mescalina dihidratado. A continuacién se
describen los espectros correspondientes a este ultimo compuesto, mientras que los

espectros de los dos primeros se encuentran en el Anexo 1.

i. SWGDRUG - 2005*
Presenta los espectros infrarrojos de reflexién atenuada (FTIR-ATR) en fase
so6lida para distintos derivados de la mescalina: base libre (a), sulfato (b) y clorhidrato

(é). Ademés del espectro IR para la mescalina en fase gaseosa (d) (Figura 16).
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Figura 16. Espectros FTIR-ATR en fase sélida de (a) mescalina como base libre, (b)
sulfato de mescalina, (¢) clorhidrato de mescalina y (d) espectro FTIR en fase gaseosa

para la mescalina (SWGDRUG - 2005).
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ii. Flores - 20001 . ‘
Proporciona el espectro IR de reflectancia difusa para el sulfato dihidratado de
mescalina en KBr, aislado del cactus E. pachanoi, y obtenido en un Espectrofotémetro

* Infrarrojo Shimadzu FTIR 800-DRS800 (Figura 17).
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Figura 17. Espectro FTIR del sulfato dihidratado de mescalina en KBr (Flores - 2000).

jiii. National Institute of Standards and Technology (NIST) - 2014%
El NIST Chemistry WebBook a través de la siguiente direccion web:

http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=B6005171&Mask=80#IR-Spec proporciona

el espectro infrarrojo (IR) del sulfato dihidratado de mescalina
(P. fusién = 183—186 °C), obtenido en 1,2 mg de mescalina/200 mg KBr y en un equipo
Perkin-Elmer 21 (Grating) con un filtro de 10 micrones (Figura 18).
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Figura 18. Espectro Infrarrojo (IR) del sulfato dihidratado de mescalina en KBr (NIST

Chemistry WebBook - 2014).

iv. Comparacion de los espectros IR

En la Tabla 5, se resumen las bandas caracteristicas del sulfato dihidratado de
mescalina reportados por SWGDRUG - 2005%4, Flores - 2000 y NIST - 201422, En esta

Tabla 5 hemos incluido los valores de las bandas caracteristicas que obtuvimos en el

espectro IR del sulfato de mescalina dihidratado que aislamos del cactus E. peruviana, y

se observa la correspondencia que hay entre los valores encontrados y aquellos

reportados en la bibliografia.



30

‘Tabla 5. Bandas caracteristicas del espectro Infrarrojo (IR) para el sulfato dihidratado de

mescalina
vl (em?)
Banda SWGDRUG Flores NIST
Baldera Modo vibracional
(2005) (2000) (2014)
(2014)
A 3437 - - 3416  Estiramiento N-H (NHZ)
: : Estiramiento C-H
B - - 3021 -
: Aromético
Estiramiento C-H
C 2943 2930,27 2988 2920
(CHa, -OCH3)
D - - 2884 - (NHH)
E - 2837 - - Estiramiento C-H (CHz)
Flexién N-H
F 1633 - - 1638 ) )
: (NH3) simétrica
Flexion N-H (NHY)
G - - 1603, 1592 - . ]
asimétrica
H 1589 1588,81 1559 1591 Estiramiento anular C-C
Flexion N-H
1 - - 1522 - . .
(NHY) simétrica
Flexién C-H (O-CH3)
J 1514 1510,57 - 1514 . .
simétrica
K - - 1472 - Estiramiento anular C-C
Estiramiento C-H (CHz,
L 1470, 1461,65; 1464, .
- -OCH3) simétrico
M 1423 1421,96 1426
Estiramiento anular C-C
N 1337 1338.04

- 1338 Estiramiento C-H (CHa,
' -OCH3) simétrico
Estiramiento anuiar C-C
Estiramiento C-O-C

simétrico
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(... continuacion de la Tabla 5. Bandas caracteristicas del espectro Infrarrojo (IR) para el

sulfato dihidratado de mescalina.)

vl (cm?)
Flores, J.
Tesis (2000),
Banda SWGDRUG IST
Baldera Reyna & Modo vibracional
(2005) (2014)
(2014) Flores
(2001)
N 1304 - - 1304 Aleteo (wag) C-H (CH»)
Estiramiento C-O-C
(4 1242
1241,82 1255 1243 asimétrico
P -~ 1188 ,
Aleteo C-H (-OCH3)
Estiramiento C-O-C
Q 1128 - - 1124 . )
simétrico
R 1082 1073,94 - 1081 Aleteo C-H (CH>)
Estiramiento C-O-C
S - - 1001 - o )
simétrico
T 995 993,26 - 993 Aleteo
U 831 829,26 - 831 y
A% 777 771,53 - 777 torsién
w 673 672,00 - 672 C-H anular
. Tijereteo (scissorin,
X 619 611,22 . ] jereteo ( g
C-C anular en el plano
' Aleteo, torsion C-C
Y 528 - - -
anular fuera del plano
Deformacion del anillo
Z 463 - - -

aromatico

En la Figura 19, se evidencia la correlacion de los espectros IR del sulfato

 dihidratado de mescalina aislado del cactus E. peruviana y aquel reportado por el NIST

(1964) a través de la superposicién de los mismos.
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Figura 19. Comparacion de los espectros infrarrojo (IR) del sulfato dihidratado de
mescalina en KBr reportados por el NIST — 2014 y Pedro A. Baldera Aguayo - 2014.
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¢) Espectroscopia de Ultravioleta, UV
En la bibliografia se reportan cinco espectros diferentes de UV del sulfato de

1,23,27,29,34

mescalina dihidratado A continuaciéon se describen los espectros

correspondientes a Mills, T., ef al. - 20063, Flores - 2000! y Salomon & Bina - 1946,

27,29

mientras que los espectros restantes se encuentran en el Anexo 2.

i. Mills I, T., et al. - 20062
Reportan el espectro ultravioleta (UV) para la mescalina en éacido sulfiirico
0,2 N de donde se obtuvo el maximo de absorcién (o minimo de transmitancia) a 268 nm
(en el rango de 220 — 340 nm). Ellos emplearon los espectrofotémetros de arreglo de
diodos HP 8450A (linea - ) y HP 8541A (linea - - ), obteniéndose en ambos casos

resultados similares tal como lo muestra la Figura 20.
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Figura 20. Espectro UV de la mescalina en H>SO4(ac) 0,2 N (Mills IIL, T., et al. - 2006).

ii. Flores - 2000
Proporciona el espectro UV del sulfato dihidratado de mescalina en etanol al 80
% en agua, el cual presenta un maximo de absorcién a 268 nm. Este espectro fue

obtenido en un Espectrofotometro UV Perkin Elmer — Lambda 10 (Figura 21).
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Figura 21. Espectro UV del sulfato dihidratado de mescalina en etanol al 80 % en agua
(Flores - 2000).

jii. Salomon & Bina - 1946
' Proporcionan el espectro UV del sulfato de mescalina obtenido utilizando un

espectrofotémetro Beckman Quartz. A partir de este espectro se deduce que el maximo

de absorcion es 270 nm (Figura 22).

000 -
- 1

700 -

2
Q
i

2
|

s

Q

o
|

1 1 i 1 ) i

220 230 240 250 2680 270 280
Wave length in mgu.

Figura 22. Espectro UV del sulfato de mescalina en etanol al 80 % (Salomon & Bina -
1946).
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iv. Comparacion de los espectros UV
En la Tabla 6, se resumen los médximos de absorcién de la mescalina reportados
por Mills III, T., et al. - 2006%, Flores - 2000! y Salomon & Bina - 1946, En esta
Tabla 6 hemos incluido el valor del maximo de absorcién que obtuvimos en el espectro
UV del sulfato de mescalina dihidratado que aislamos del cactus E. peruviana, y se
observa la correspondencia que hay entre los valores encontrados y aquellos reportados

en la bibliografia.

Tabla 6. Maximos de absorcién para mescalina

Miximo de absorcion (Amsx)

(nm)
Tesis Baldera Mills 111, T., et al. Flores Salomon & Bina
(2014) (2006) (2000) (1946)
269 268 268 270

5. Biosintesis de la mescalina

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 hipétesis 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), basdndose 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, 1*C, y con ello el empleo de
precursores marcados, permitié hacer el seguimiento de las distintas transformaciones
que experimentaba tal precursor hasta convertirse en el compuesto aislado de la planta.
Asi, la incorporacién de precursores marcados se convirtié en la técnica de rutina en el
estudio de la biosintesis de alcaloides.

La biosintesis de la mescalina estd directamente relacionada con el estudio de la
biosintesis de los alcaloides del peyote (Lophora williamssi), asi, dos de las principales
revisiones sobre esta planta (Anderson - 1991 y Kapadia & Fayez - 1970°%) presentan

el mismo esquema biosintético, el cual considera a la tirosina (ii) como el principal
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precursor de la mescalina, indicando que este precursor puede formarse a partir de la

fenilalanina (i) (ver Fig. 23).

Asimismo, Agurell - 1969° presenta este mismo esquema, mientras que Agurell,
S., et al. - 1967%7, Lundstrom & Agurell — 196838, 1969, Lundstrom - 19714 reportan
la presencia de la 3,4-dimetoxi-5-hidroxifeniletilamina (viii) en la ruta de la biosintesis
de la mescalina. Este Gltimo alcaloide ha sido aislado del cactus “San Pedro Macho”

(ver Sec. A. 1. b.)

Los trabajos con Echinopsis pachanoi revelaron la presencia de las especies (v.b) y
(vii), productos que no han sido encontrados en el peyote. Los trabajos con precursores
marcados demostraron que en este cactus, la mescalina se formaba por la misma
" secuencia biogenética que en el peyote y, ademés se pudo comprobar, debido a la mayor
incorporacién de los intermediarios (iii.a) y (v.a), que en este cactus es m4as probable
que se dé la siguiente secuencia: ii — iii.a — iv.a — v.a — vi (Kapadia & Fayez -

1970%).



[o) (o]
OH OH
——
NH, NH:
HO
Fenilalanina (i) Tirosina (ii)
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/ o
HO.
Ho OH
HO'
Tiramina* (iii.a) NH,
' HO

Dopa (iii.b)

O
HO / \
HO ‘
OH
NH,
' NH
Dopamina (iv.a) HO 2

OH
3,4,5-Trihidroxifeniletilamina (iv.b)

3-metoxi-4-hidroxifeniletilamina* (v.a) HO,
NH,
_~° HO
OH

2 3,4,5-Trihidroxifeniletilamina (nor-Mescalina) (v.b)

S

HO

ggﬁ
\

) OH
3-metoxi-4,5-dihidroxifeniletilamina (vi)

3,4-dimetoxi-5-hidroxifeniletilamina* (vii) Mescalina* (viii)

Figura 23. Biosintesis de la mescalina a partir de tirosina.
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Observacién.- Con un asterisco (*) se indican los alcaloides encontrados en el cactus

“San Pedro Macho”.
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6. Sintesis de la mescalina
Los alcaloides mantienen el interés de los quimicos organicos desde fines del
siglo XIX, habiéndose extraido e identificado cientos de esas sustancias.
Paralelamente, se emprendié la sintesis de estas moléculas, buscando imitar en el
laboratorio los dificiles procesos de biosintesis que realiza la naturaleza para
producir los alcaloides, con el objeto de disponer de mayores cantidades de estos
importantes compuestos que aquello que se puede obtener directamente de las

plantas o animales.

La primera sintesis de la mescalina fue realizada por Spith!® en 1919, y
Downing — 1962*! refiere que desde entonces se han reportado al menos nueve
proceso de sintesis de este compuesto, y proporciona las referencias de base
respectivas. Ademas, describe esquematicamente tres de estos procesos, entre ellos

la sintesis inicial de Spith y la sintesis de Tsao - 195118,

1%, refiere seis procesos de sintesis de la mescalina

" Asimismo, lkan - 199
proporcionando las referencias de base, y presenta el procedimiento experimental

detallado de la sintesis originalmente por Tsao.

Finalmente, después de haber consultado las referencias de base
proporcionadas por Downing, Patel — 1968!¢ y Kapadia & Fayez — 1970°¢ y,
ademds, de realizar la busqueda bibliografica concerniente a la sintesis de
mescalina en el periodo 1970 — 2014, se han encontrado 16 trabajos relacionados a
la sintesis de dicho compuesto. En la presente tesis presentamos 5 de los 16
métodos de sintesis encontrados, dos (2) de los cuales describiremos a
continuacion, mientras que los 03 métodos més recientes se encuentran descritos

esquematicamente en ¢! Anexo 3.
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a)  Sintesis 1.- Método de Spith — 1919"°

i.  Sintesis del Acido 3,4,5—trimetoxibenzoico

|c|> o

o ! I
o c

oH pd o
+ 3(CH3);804¢50 >
HO' ) \o
OH (ac) o (O]
Acido Gilico Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico

P.f =169-170 °C
ii. Sintesis del Cloruro de 3,4,5-trimetoxibenzilo

I
o c
~ \OH ~ ° \CI
~ +PClgq v
o *© 100 °C, Vacio \0
(s)
o
~

0O—20

()
o}
e

- . . . cl '
Acido 3,4,5-trimetoxibenzoico ?;:m

3,4,5-trimetoxibencilo
P.£.=76-77°C

iii. Sintesis del 3,4,5—trimetoxibenzaldehido

[o] [

: u o u
~ e ' ~ Su
: Pd-BaSO olueno
N +HCl,, 4T -

o 16-24h o

249 % .
P ® P ®
Cloruro 3,4,5-trimetoxibenzaldehido
. de
3,4,5-trimetoxibencilo P.£=72-74°C
iv. Sintesis del 3,4,5-trimetoxiestireno
I

O C

/ \H /0 \
1. Etanol/NaOH,
\ + CH3N02(SOI) (sol) _ \ N 02

fo) 0°C, 10 O

o (sol) i, 0°C, HClgse) 10 % ®
- (o]
- 249% ~
3,4,5- trimetoxibenzaldehido 3,4,5-trimetoxiestireno

P.£=120-121°C



V. Sintesis del Sulfato dihidratado de mescalina

[e) (o]
e
Zn/CH;COOH Glacial = |
- NOH
\0
(so) (s
(o]

3,4,5-tnmetox1¢st1reno Oxima de 3,4,5-trimetoxiestireno

i. Na-Hg O
Etanol
CH;COOH Glacial _
NOH
ii. CH3COONa,
ii. H)SOy4) 36 N H,S0, 2H20(s)

iv. KOHy,), Eter

/N

Oxima de 3,4,5-mmetox1est1reno Sulfato dihidratado de mescalina
P. £ =183-186 °C

b) Sintesis 2.- Método de Slotta & Heller — 19304

i Sintesis del Acido 3,4,5~trimetoxicinimico

° o
o
/"\/[L / \ -
i. Piperidina/Piridina
o ™~ ©
100°C, 121 0
(sol) (sol) il0-5°C, HClypey !
P

~ °
. . 50 %
3,4,5-trimetoxibenzaldehido Acido Malénico Acido 3,4,5-trimetoxicinamico
P.f=124°C

ii.  Sintesis del A01do 3(3,4,5—trimetoxifenil)propanoico

o N
‘ oH i, Na-Hg/CH,COOH Glacial e OH
60°C, 41
~ ] ~
o ® i T=0-5°C,HCly, 6N o @
0
P

88 %

\

Acido 3,4,5-trimetoxicindmico Acldo - 3(3,4,5-trimetoxifenil) propanoico
P.f.=98°C

ili.  Sintesis de la 3,4 5 ~trimetoxifenilpropionamida

. O.
- OH i CHOp
+50Cly) —Fme—t
60 °C, 4h
\o (sol) i, T=0-5°C (sol)
(o]

Acido - 3(3,4,5-trimetoxifenil)propanoico
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/ Cl / NH,

i NaOH(p/NHy (o) 15N

ii, Concentracién
™~ (sob) ™~ ®
60 %

3 4,5-trimetoxifenil-propionamid
P.f.=106°C

iv. Sintesis de la Mescalina

[o]
O.
o]
-~ NH ~
2 L NaOBr(ac)
80-90°C,Zh NH,
\O ()  ii. Benceno o
1if, K2COsac) ) o)
(0]
P ~
. A ] . 29%
3,4,5-trimetoxifenil-propionamida . Mescalina
P.eb.=180°C

B. ESTUDIOS QUIMICOS GENERALES
1. Anailisis cualitativo — Marcha Fitoquimica

Se han revisado tres procedimientos citados en la bibliografia:
a) Reyna—2012°7, basado en Rondina & Coussio — 1969> (Anexo 4)
b) Lock - 19948
¢) Miranda - 2002%

Lock — 1994 proporciona esquemdticamente tres procesos sin ofrecer los
detalles experimentales respectivos, siendo el mds amplio de ellos similar al

procedimiento de Rondina & Coussio.

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 peréxidos organicos, y b) la utilizacion de
una mayor cantidad de muestra y de solventes, debido a que los extractos se

obtienen por percolacién®.

En esta tesis se ha seguido el procedimiento descrito por Reyna - 2012
(Anexo 4).

* Percolacién.- Procedimiento mediante el cual se hace pasar el solvente a través de la muestra empacada
en un recipiente adecuado, por accién de la gravedad.
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2. Test de alcaloides
Para la deteccién cualitativa de alcaloides presentes en plantas o en sus
extractos se utilizan diversos test (reacciones de precipitacién y coloracién),
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 5.

3. Analisis cuantitativo de alcaloides
Se revisaron dos procedimientos referentes a la determinacién cuantitativa de
alcaloides en muestras vegetales: el método empleado por Hoet & Rios Chu -
1980%, el cual es adaptado a partir de aquel descrito en la 17™ edicién de la
Farmacopea de los Estados Unidos — 1965%', y el descrito en la 5% edicion de la
European Pharmacopoeia - 2005%*, empleado por Bozkurt Sarikaya, B., ef al. -
2012%,

A continuacién se describiran dichos métodos, los cuales, para su mejor
comprension, se presentan subdivididos en subtitulos (muestra utilizada, extraccién
s6lido — liquido, separacion liquido — liquido, eliminacién de las bases voldtiles

residuales y determinacion cuantitativa de los alcaloides).

- a) Procedimiento de Hoet & Rios Chu — 1980%°
“Estudio cuantitativo de los alcaloides totales en Datura stramonium del

Pera. Metodologia”

®  Muestra utilizada

Muestra vegetal seca y pulverizada.

e Extraccién sélido — liquido (Obtencién del Extracto Brute Organico, EBO)
i.  Basificacion de la muestra con una solucién de amoniaco concentrado NHj(cc)
ISN.
i‘i. Maceracién con una mezcla de etanol:éter etilico (20:40 mL).
iti.  Extraccién de la muestra con éter etilico usando un soxhlet, verificando si la
extraccion es completa mediante el test de Mayer.

iv.  Evaporacion de los solventes orgénicos, obteniéndose asi el EBO.

* Se empled esta version (5.0) debido a que no se tuvo acceso, por razones econémicas, a la versién mas
actual: European Pharmacopoeia 8.2 — 2014.
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o Separacion liquido — liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides,
EBA)

v.  Disoluciéon del EBO con una mezcla de 50 mL de éter etilico - cloroformo y
extraccion de los alcaloides, como sales, mediante la adicion de una solucién
acuosa de 4cido sulfarico H2SO4c) 0,5 N. (4 x 50 mL).

vi.  Basificacion de la solucién 4cida con una solucién de amoniaco acuoso NHj
(pH = 11), y extraccién de los alcaloides como bases libres en una mezcla de
éter — cloroformo (1:1) (4 x 50 mL).

vii.  Evaporacion del solvente organico, obteniéndose asi el EBA.

e Eliminaci6én de las bases volitiles residuales
viii. ElEBA se coloca en bafio marfa hirviente durante 15 minutos.
ix. El extracto se disuelve en cloroformo y luego se evapora el solvente hasta
sequedad.

x. Nuevamente el extracto se somete a bafio hirviente durante 15 minutos.

¢ Determinacion de los alcaloides
xi.  Disolucién del EBA en cloroformo CHCls.
xii.  Adicién de 20 mL de solucion estandarizada de acido sulfirico H2SOagacy 0,02 N.
xiii.  Titulaciéon del exceso de 4cido con una solucién estandarizada de hidréxido de

sodio NaOHgc) 0,02 N usando fenolftaleina como indicador.

b) Procedimiento de la 5 Ed. European Pharmacopoeia ~ 2005%
“Belladona Leaf Dry Extract, Standardsied. Belladona folli extractum

siccum normatum?”

o Muestra utilizada

Muestra vegetal seca y pulverizada.

e Extraccién sélido — liquido (Obtencién del Extracto Brute Organico, EBO)
i. Basificacién de Ja muestra con una mezcla de 40 mL de amoniaco concentrado
NHij(cc) 15 N y agua destilada (1:3) a temperatura ambiente durante 30 min.
ii.  Extraccién de la muestra con una mezcla de 40 mL de cloroformo — éter etilico
(1:3) (x 4), verificando si la extraccién es completa mediante el test de Mayer.
iii.  Evaporacién de los solventes orgnicos hasta un volumen de 50 mL, obteniéndose

asi el EBO.
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Separacién liquido — liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides,
EBA)

Disolucién del EBO en un volumen de éter etilico no menor a 2,1 veces el
volumen del EBO, y extraccion de los alcaloides, como sales, mediante la adicién
de una solucién acuosa de acido sulfurico H2SO4(ac) 0,5 N. (5 x 25 mL_).v
Basificacién de la solucién écida con una solucién de amoniaco acuoso NH3
(pH = 11 - 12), y extraccién de los alcaloides como bases libres con cloroformo
(4x30mL).

Secado de los extractos organicos con sulfato de sodio anhidro durante 30 min. El
sulfato de sodio hidratado se lava con cloroformo (4 x 10 mL). |

Evaporacion del solvente organico, obteniéndose asi el EBA.

Eliminacién de las bases volitiles residuales
El sélido obtenido se seca a 100 — 105 °C durante 15 minutos. Luego, se adiciona
una pequefia cantidad de cloroformo y se lleva hasta sequedad en el rotavapor.

Nuevamente el sélido se seca a 100 — 105 °C durante 15 minutos.

Determinacion de los alcaloides

Disolucién del EBA en cloroformo CHCls.

Adicién de 5 mL de solucién estandarizada de 4cido sulfurico H2SO4c) 0,02 N.

El solvente organico se evapora en bafio maria.

Titulacién del exceso de 4cido con una solucién estandarizada de hidroxido de
sodio NaOHac) 0,02 N empleando un potenciémetro con electrodo de vidrio para

determinar el punto de equivalencia.

En la presente tesis se emplearon ambos métodos con el objetivo de comparar
los resultados obtenidos y asi determinar cual de las anteriores metodologias es la
mas adecuada para la cuantificacion total de alcaloides en muestras vegetales. Los
métodos fueron aplicados con algunas modificaciones, siendo la principal la
observacion del punto final de la cuantificacion mediante titulaciéon potenciométrica

(ver Tabla 7).

En la Tabla 7 se hace un resumen comparativo entre ambos procedimientos.
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Tabla 7. Comparacion de los métodos de andlisis cuantitativo de alcaloides
descritos por Hoet & Rios Chu - 1980 y European Pharmacopoeia 5% Ed. — 2005

TESIS
NATURALEZA DE LAS P. BALDERA -2014
OPERACIONES .
, HOET & RiOS - 1980 EUROPEAN
PHARMACOPOEIA - 2005
PESO DE LA MUESTRA 6g 6g
DESENGRASE No se realiza No se realiza
»| ALCALINIZACION |  Amoniaco concentrado (8 mL) Amonfaco coresminlo —agua, 13
8 SOLVENTE Etanol-éter, 1:2 (60 mL) Cloroformo — éter, 1:3 (40 mL)
E E)F;(T)I;Rr (1:\ CII)gN Continua: 8 ha 40 °C Maceracion
2| SEPARACION DE LA
= SOLUCION Extraccion con Eter etilico en soxhlet Lavado en pera de decantacion (x 4)
EXTRACTORA
VERII‘:FXI,I(,:;;E (1321:011)‘? LA ] Reactivo de Mayer Reactivo de Mayer
o Evaporacibn del solvente enfe Evaporacion del solvente en
rotavapor. rotavapor hasta 50 mL.
e Reemplazo del solvente con laje Reemplazo del solvente con éter
mezcla éter — cloroformo (50 mL). (105 mL).
e Paso de los alcaloides a unaje Paso de los alcaloides a una solucién
EI%&%?})%NDYE solucién de 4cido sulfiirico 0,5 N de 4cido sulfirico 0,5 N (5 x 25 mL).
(4 x50 mL).
| % PIGMENTOS Y OTRAS e Basificacion de la solucién acida|e  Basificacion de la solucion acida con
3 FRACCIONES con amoniaco acuoso (pH = 11) y amoniaco acuoso (pH = 11 - 12) y
é SOLUBLES retorno de los alcaloides libres a retorno de los alcaloides libres con
< una mezcla de éter — cloroformo, cloroformo (4 x 30 mL).
a 1:1 (4 x50 mL).
“@ ¢  Evaporacién del solvente. e Evaporacion del solvente en
rotavapor.
e 15 minutos en bafio Mariaje 15 minutos en estufaa 100 - 105 °C.
hirviente. .
ELIMINACION DE LAS |* Redisolucién del residuo en cloroformo.
BASES VOLATILES |e Evaporaci6n a sequedad.
e 15 minutos en bafio maria hirviente. I e 15 minutos en estufaa 100 ~ 105 °C.
é . Redisolucion del residuo en cloroformo.
oy . .
2 - ACION e Adicién de 20 mL de HaSOs s Adicion de 5 mL de H2SO4 0,02 N.
=) i TULACK 0,02N. e  Evaporacion del cloroformo en el
E CIDO - BASE rotavapor.
5 . Titulacién del exceso de 4cido con NaOH 0,02N.
g 0"%%‘;3?&’12“ Titulacién Potenciométrica
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4. Aislamiento de alcaloides
En esta seccion se presentan dos procedimientos para el aislamiento de

mescalina presentes en el cactus “San Pedro Hembra” (E. pachanoi).

a) Procedimiento de Flores — 2000.1 relativo al Estudio Quimico del Cactus

‘San Pedro Hembra’ (Echinopsis pachanoi)

e  Muestra utilizada
Tallos del cactus “San Pedro Hembra” (Adquiridos en el Mercado Modelo de
Chiclayo, Lambayeque — Pert, Recolector: V. Reyna), secos y pulverizados.

e Extraccion sélido — liquido (Obtencién del Extracto Bruto Organico, EBO)
i.  Desengrase del material vegetal, seco y molido con n-hexano durante una noche a
temperatura ambiente.
ii. . Alcalinizacién con amoniaco concentrado NHz(c) 15 N.
iii.  Extraccion son solventes:
a.  Maceracién con una mezcla de metanol-cloroformo (1:1) (400 mL) durante una
noche temperatura ambiente.
b.  Maceraci6én con una mezcla de solventes constituida por metanol — cloroformo —
acetato de etilo (1:1:4) (600 mL) durante una noche a temperatura ambiente.
iv.  Eliminacién de los solventes en rotavapor (40 °C, 150 — 400 mbar): Extracto
Bruto Orgénico (EBO).

e Separacion liquido — liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides,
EBA)
v.  Disolucién del EBO con solucién acuosa de acido sulfirico H2SO4ac) 0,5 N.
vi.  Lavado con cloroformo, se descarta la fase organica.
vii.  Alcalinizacion del extracto acuoso con solucién de amoniaco acuoso NHsc) 7,5 N
(pH=9).
viii.  Extraccién de los alcaloides libres con cloroformo.
ix.  Evaporacién del solvente en rotavapor (40 °C, 150 — 400 mbar).
x. Lavado del sélido con cloroformo para eliminar las bases volatiles (NH3):
Extracto Bruto de Alcaloides (EBA).

e Purificacion e Identificacion

xi. Disolucién del EBA en 3 mL de etanol.
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xii.  Precipitacion de la sal del alcaloide con H2SO4¢ac) 1 % lentamente a 5 °C.
xiii.  Separacién por filtracién (papel Whatman 40)
xiv.  Lavado con etanol helado a través de papel filtro.
xv. Identificacién
a) Clasica: Punto de fusion (185 -~ 186 °C), Cromatografia de Capa Fina
(R¢= 0,82 en cloroformo — acetona - amoniaco 15 N, 10:17:1).
b)  Espectroscopia: Masas, RMN'H, 13C, IR y UV.

¢ Resultados
Aislamiento e identificacion de la mescalina (sulfato dihidratado) de los tallos del

cactus “San Pedro Hembra” (Echinopsis pachanoi Britton y Rose).

b) Procedimiento de Crosby & McLaughlin — 19733

“Cristalizacion de MescalinaHCl y 3-metoxitiraminaHCI a partir de
Trichocereus pachanoi”

o Muestra utilizada

Tallos del cactus 7. pachanoi comprado en USA.

e Obtenci6n del Extracto Bruto Orgénico (EBO)
i.  Lamuestra se corta en rodajas, se liofiliza y se pulveriza.
ii. Desengrase, alcalinizacién y extraccién por percolacién con cloroformo de 255 g
de muestra seca.

Se obtienen 4 L de percolado que se concentran a un jarabe viscoso.

e  Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA)

iii.  Disolucién del jarabe viscoso con una solucién de icido clorhidrico HCle) 1 N
(4 x 350 mL).

iv. Combinacién y filtrado de los extractos acuosos. Extraccién (2 veces) con
voltimenes iguales de cloroformo y éter etilico, respectivamente.

v. Ajuste del pH de la capa acuosa 4cida a 8,5; 9,5 y 10,5 con una solucion de
hidréxido de sodio NaOHc) 7,5 N. A cada valor de pH, la fraccién acuosa se
extrae con volimenes iguales de cloroformo y éter etilico.

vi.  Secado de los extractos organicos con sulfato de sodio anhidro, y concentracién al
vacio.

vii.  Disolucién de la fraccion de alcaloides resultante en etanol (1 mL por cada 15 g

de droga seca); si es necesario se filtra.
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La disoluci6n etandlica se adiciona a una columna de resina de intercambio iénico

Amberlita IRA 401 en forma hidréxido (OH) (20 g en 100 g de planta seca). La

columna se lava con etanol, continudndose hasta que las fracciones efluentes sean
- incoloras. Estos extractos etandlicos se evaporan a sequedad sobre un bafio de

vapor, obteniéndose el extracto de alcaloides no fendlicos (mescalina).

La fraccién no fendlica se disuelve con una solucién de 4cido clorhidrico HCla)

- 0,5 N y se vuelve a tratar como se indica en las etapas jii a v.

Purificacién e Identificacién

Disolucién del residuo de base libre en una pequefia cantidad de etanol absoluto.

‘Adicién de una solucién de 4cido clorhidrico HClgac) S % en etanol absoluto y
disminucion del pH a 2.

Adicién de éter etilico para inducir la cristalizacion y luego de enfriar se obtiene
989 mg de clorhidrato de mescalina.

Identificacién _

Clasica: Punto de fusién = 184 — 185 °C.

Resultados
Aislamiento e identificacion de la mescalina (clorhidrato) de los tallos del cactus

Trichocereus pachanoi.

¢) Comparacion de procedimientos

Los cuatro procedimientos de aislamiento de alcaloides presentados, dos en la
seccién A.2 (Pags. 9 - 10) y dos en esta seccidn, siguen dos grandes etapas para la
obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA), con la diferencia de que el
método propuesto por Cjuno, M., et al. — 2009® no realiza el desengrase de la

muestra vegetal.

Teniendo en cuenta las similitudes y diferencias de todos los métodos ya
descritos, y considerando que al momento de realizar el trabajo experimental de la
presente tesis se contaba con poca disponibilidad de solventes®, se opté por no
desengrasar la muestra vegetal. A continuacién se resume el esquema general de

trabajo para la obtencién del EBA en el presente trabajo de investigacion:

* La solicitud de subvenci6n presentada ante el II — FC en diciembre del 2012 no fue aprobada.
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Extraccion sélido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto Organico, EBO)
Extraccion con solucion acida (maceracion)

Esta etapa tiene como objeto la extraccién exhaustiva de las bases alcaloidales.

Separacién liquido — liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides,
EBA)

Alcalinizacion (con NaOHgac)) de la faée acuosa

Mediante la alcalinizacién de los extractos acuosos 4cidos las sales de alcaloides
retornan a su forma de bases libres.

Extraccion con solventes organicos

En esta etapa se procede a la extraccion de los alcaloides libres de la fase acuosa
alcalina, mediante extraccién liquido — liquido.

Eliminacion del solvente por destilacion a presion reducida y obtencién del EBA.

Identificacion espectroscépica de compuestos organicos (Reyna -2011)
Actualmente estd plenamente establecido que las cinco técnicas
espectroscépicas, a saber, la Espectrometria de Masas (EM), la espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN'H) 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 informacién
util obtenible de ella, lo cual es funcién no solamente de la cantidad total de
informacién sino también de su interpretabilidad. Y esto varia de problema a
problema, sin embargo, podemos afirmar que la utilidad disminuye en el siguiente

orden:
RMN >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
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a) Espectrometria de Masas (EM)

ii.

En un espectro de masas, las moléculas que se encuentran en estado gaseoso y
a baja presién son bombardeadas con un haz de electrones de alta energia (70 eV o
1600 kcal/mol), y uno de los efectos que este bombardeo produce es desprender

uno de los electrones de la molécula y producir un ion de carga positiva (con un

‘numero impar de electrones, un catién radical) al que se denomina “ién molecular”

y se lo representa por M™.

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 dependén de la naturaleza del ion molecular especifico.

Esta técnica de ionizacién se conoce como “lonizacion electronica” (EI) y ha
sido utilizada hasta la actualidad. Existen otras técnicas de ionizacién, siendo la
técnica de “electrospray” (ESI) la que ha adquirido mas importancia en los tltimos
afios debido a que permite la determinacion exacta de la masa molecular de un
compuesto, obteniéndose espectros de masa de alta resolucion (HRMS) (Para una
informacion mas detallada revisar “Mass spectrometry basics” de Herbert, C. G.,
2003).

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 espectrémetro presenta estos resultados en una gréfica
donde aparece las intensidades de los fragmentos idnicos positivos respecto a m/z
(esto es, respecto a su masa, puesto que la carga los iones es unitaria); obteniéndose

asi el espectro de masas.

La espectrometria de masas tiene dos aplicaciones importantes en el estudio de

compuestos organicos:

La determinacién de la masa molecular del compuesto analizado, en la cual su

precision es superior a cualquier otro método; y

- La deduccidn de la estructura del compuesto a partir del analisis cuidadoso de los

diversos fragmentos que constituyen el espectro de masas.
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_Es necesario tener en cuenta que la espectrometria de masas es una técnica
destructiva, es decir, la muestra utilizada en el anélisis no se recupera.

Afortunadamente, la cantidad de muestra utilizada es del orden de miligramos.

Espectroscopia de Resonancia Magnética de Hidrégeno (RMN'H)

Se conoce como resonancia magnética nuclear RMN al proceso de absorcion
de energia que experimenta ¢l nucleo de un elemento, en este caso el hidrogeno,
cuando se le coloca en un campo magnético fuerte y simultdneamente se lo irradia

con energia electromagnética.

Esta absorcion de energia, al igual que todos los procesos que se llevan a cabo
a escala atémica y molecular, estd cuantizada: La absorcion de energia solo se

verifica cuando la fuerza de campo magnético y la frecuencia de radiacion

“electromagnética (sobre un niicleo de hidrégeno particular) tienen valores

especificos.

Los instrumentos conocidos como espectrémetros de RMN permiten medir la
absorcion de energia en los nicleos de hidrégeno (de un compuesto organico).
Estos instrumentos estin disefiados de manera que irradian al compuesto con
energia electromagnética de frecuencia constante (60, 80, 300, 500 u 800 MHz)
mientras se varia la fuerza del campo magnético. Cuando este campo magnético
alcanza la fuerza éorrecta, los nicleos de hidrégeno absorben energia (y se produce
la “resonancia”): Esta observacion 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 §, en partes por millén — ppm) en funcién de

las intensidades de las sefiales.

La interpretacion de un espectro de RMN involucra el analisis de las tres

principales caracteristicas que presentan estos espectros:

Los “desplazamientos quimicos”, esto es la posicion y nimero de sefiales

diferentes que aparecen en el espectro, proporcionan informacién sobre los
diferentes tipos de hidrégeno en la molécula y el entorno quimico de cada tipo de

proton;
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La intensidad de cada sefial, registrada experimentalmente por el equipo de RMN
como una “integracion” nos indica el nimero de hidrégenos que corresponden a

cada sefial;

El “acoplamiento espin - espin”, esto es la interaccién entre hidrogenos vecinos,
que se presenta en el espectro como divisiones de cada sefial nos indica el niimero

de hidrégenos vecinos que tiene el protén que origina la sefial.

Un espectro de RMN se considera plenamente identificado cuando cada una
de las seifiales 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 e

interaccién espin — espin correspondientes.

Sin embargo, el modus operanti del quimico orgdnico al interpretar un
espectro de RMN es identificar solo aquellas sefiales donde puedan deducirse
facilmente los acoplamientos espin — espin y, por lo general, no esta interesado en

encontrar soluciones precisas a sistemas complejos.

Espectroscopia de Resonancia Magnética de Carbono (RMN*C)

La RMN'3C se ha convertido en la técnica principal para elucidar la estructura
de compuestos organicos. Mientras la RMN'H nos permite identificar los protones
enlazados a la estructura de la molécula, la RMN3C nos permite identificar a los
dtomos de carbono; por ello, la RMNC es un complemento perfecto de la RMN'H

para elucidar la estructura completa de un compuesto.

Igual que en el is6topo de hidrégeno, 'H, el niicleo del is6topo de carbono-13,
13C, tiene un niimero de espin I = %, que permite utilizarlo ya que dar4 una sefial 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 isétopo natural mas comin del hidrégeno, H, cuya
abundancia es del 99,98 % del total de hidrégenos. Por el contrario, en la RMN!*C
se estudia al is6topo 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 razén de que no se observan los desdoblamientos del tipo
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13C — BC en los espectros RMNC, a pesar que dichos nticleos vecinos pueden
desdoblar sus sefiales entre si, pero las probabilidades que se encuentren dos

nticleos de >C resultan muy escasas.

Una desventaja de la baja abundancia isotépica 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 niimero real de carbonos en la molécula. Por ello, la

integracién de la sefial no se practica en la RMN"C.

(aproximadamente 10 - 20 mg) que la requerida para obtener un espectro de

RMN'H (aproximadamente 1 — 3 mg).

Al igual que la RMN'H, la RMN"C proporciona informacién del entorno
electrénico en el que se encuentra cada dtomo de carbono en la molécula. Los
desplazamientos quimicos de la RMN!>C son m4s o menos paralelos a los de la
RMN!'H. El compuesto de referencia, tetrametilsilano, (CH3)4Si, TMS, absorbe a un
campo alto, mientras que los 4tomos de carbono aldehidico y carboxilico lo hacen a

campos mds bajos.

Los desplazamientos quimicos en la RMN"C son mucho mayores que los
observados en la RMN'H, extendiéndose la zona de absorci6n en el rango de 0 a
250 ppm (8) hacia campo bajo de la sefial del TMS. Esto hace que los espectros de
RMN!3C sean més sencillos que los de hidrégeno, ya que en un espectro de 1>C es

poco probable que se observen sefiales sobrepuestas.

Existen tres clases de espectros de RMN'C: en uno se observa los
acoplamientos espin — espin 13C — 'H (espectro acoplado a 'H), y en los otros no
(espectro desacoplado a 'H y DEPT):

En el espectro de RMN'3C desacoplado a 'H de banda ancha, el nicleo de °C
no estd acoplado con los del 'H y, por lo tanto, no muestra acoplamiento
* espin — espin. El desacoplamiento se hace electronicamente irradiando 1a muestra
con una segunda radiofrecuencia. Dado que no hay desdoblamiento de sefiales, la
sefial de cada grupo de 4tomos de carbono magnéticamente equivalentes aparece

como un “singulete”. Este tipo de espectro permite determinar, de una manera
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sencilla, el numero de 4tomos de carbono diferentes en la molécula, que
corresponde al nimero de sefiales que aparecen en el espectro.

En los espectros de RMN'3C acoplado a 'H no se suprime el acoplamiento
BC -~ H y, en este caso, la sefial de cada carbono se desdobla por accién de los
protones directamente enlazados a él, aplicaindose también la regla “n + 1”, donde
n es el nimero de atomos de hidrégeno enlazados al dtomo de carbono que se
analiza. Asi, un carbono cuaternario (enlazado a cuatro grupos alquilicos y sin H
enlazado a €l) presenta una sefial singulete; un carbono terciario (que solo tiene 1H
enlazado) presenta un doblete; un carbono secundario (que tiene 2H) presenta un

triplete y un carbono primario (un grupo metilo, CH3) presentara un cuadruplete.

Los espectros de RMNC - DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer, Transferencia por polarizacion aumentada y no
distorsionada) permiten distinguir el tipo de carbono CHs, CHz, CH 0 Ccuatemario,
al que pertenece una determinada sefial. En particular, es especialmente 1til para
superar la confusién de un espectro de RMN!*C acoplado a 'H en el que se
superponen las sefiales 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 CH3; un segundo espectro registrado con pulsos de
90° (DEPT — 90) que solo muestra las sefiales de los carbonos unidos a un solo
hidrégeno (CH); y por iltimo un tercer espectro registrado con pulsos de 135°
(DEPT - 135) en el que aparecen seflales positivas para CH y CH3, absorciones

negativas para CHa, y en el que los carbonos cuaternarios carecen de sefial.

d) Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

El espectro de infrarrojo de un compuesto es una representacion grafica de la
longitud de onda, A, o del nimero de onda, v, en el rango de radiacion infrarroja
(4000 a 200 cm™), en relacién a la transmitancia (%T) o absorbancia (A) que

presenta la muestra.

En la bibliografia se encuentran espectros IR lineales en niimero de onda,
v (em™), y en longitud de onda, A (um); y es importante tener presente — para
propositos de comparacion entre espectros — que un espectro lineal en nimero de

onda v! (cm™) tiene una apariencia muy diferente de aquel que es lineal en

longitud de onda, A (um).
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A diferencia de los espectros de masas y de RMN, los espectros de IR atin de
moléculas muy simples pueden ser extremadamente complejos. Sin embargo, el
quimico orgéanico toma ventaja de esta complejidad cuando compara el espectro de
un compuesto desconocido con aquel de una muestra de referencia: la correlacién
de las bandas de absorcion de ambos espectros es una excelente evidencia de
identidad. No es posible que dos compuestos cualesquiera, excepto los

enantiémeros épticos, 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 grupoé 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 Wtil informacién estructural acerca de
los grupos funcionales presentes (por ejemplo: el grupo oxhidrilo OH, el grupo
carbonilo C=0, etc.) mediante simple inspeccién del espectro y la referencia a la

tablas de frecuencia de tales grupos.

Dado el hecho que contamos con los espectros de Masa y de RMN para la
identificacién de un compuesto organico, en la practica no se realiza un anélisis

detallado del espectro de IR, limitandose a la identificacion de grupos funcionales.

Espectroscopia de Ultravioleta (UV)

El espectro de UV de un compuesto es una representacién grafica de la
longitud de onda, A, de absorcion, en el rango de la radiacion ultravioleta cercano
(200 — 400 nm), en relacion a la intensidad de absorcion (expresada como
absorbancia A x 100; o 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 Amsx (nm), es decir la
longitud de onda del punto maximo de la curva de absorci6n, la cual corresponde a
la longitud de onda de la radiacién cuya energia es la requerida para que se

produzca una transicién electronica.

Los espectros UV proporcionan menor informacién acerca de la estructura de

los compuestos, que aquella proporcionada por los espectros de masas y de RMN, y
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se aplica principalmente y practicamente de manera exclusiva al estudio de

sistemas conjugados, tales como:

\c———c/ | o\\c—-- 0
/ - \c=c/ \c=c/ C//
SN /N \

Figura 24. Ejemplos de sistemas conjugados.

La espectrometria UV toma ventaja de esta selectividad en caracterizar solo
sistemas conjugados: la mayor parte de una molécula compleja resulta transparente
(no absorbe) en el UV, y por tanto estos grupos conjugados caracteristicos pueden

ser puestos en evidencia dentro de la molécula.

Origen de las absorciones UV

El estado fundamental de una molécula orgénica contiene los electrones de
valencia en tres tipos de orbitales moleculares: orbitales sigma (o), orbitales pi (1)

y orbitales ocupados pero no enlazados (). Asi para el grupo carbonilo se tiene:

\ /.

/|

(¢)

1

Figura 25. Orbitales moleculares presentes en el grupo carbonilo, C=0.

La energia absorbida por la molécuia en la regién UV (200 — 400 nm) produce
transiciones electronica de los electrones de valencia de la molécula presentes en

los orbitales o, 7 0 1, a un orbital excitado de mayor energia.
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PRESENTACION

Esta investigacién del cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana) se inicié

- durante el Per. Acadd. 2012 — I (marzo — julio 2012) con el “Estudio cuantitativo de
~ alcaloides en ‘el cactus ‘San Pedro Macho’ (E. peruviana)” como tema del curso CQ022
Proyecto ide Tesis II, estudio que continfio en el mes de octubre del 2012 con la
inscripcion como tema de Tesis de Licenciatura en Ciencias con Mencién en Quimica
(Nimero de Registro 465 del 05 de noviembre del 2012) con el titulo: Estudio Quimico

del cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana).

Los tallos del cactus “San Pedro Macho” estudiados en esta tesis fueron
recolectados en el distrito de Huancaya (Reserva Paisajistica Nor Yauyos — Cochas,
Provincia de Yauyos, Departamento de Lima), el viernes 08 de agosto del 2008 (aprox.
2500 m.s.n.m.); y ese mismo dia transportados a Lima, ingresando a nuestro laboratorio
el sdbado 09 de agosto a las 11 h, donde de inmediato se inicid el proceso de secado y
molienda, guardiandose en frascos herméticos (28 de agosto del 2008) hasta el dia en

que nosotros iniciamos nuestra investigacion.

La primera parte del trabajo experimental que realicé como parte de la tesis, el
analisis cualitativo de metabolitos secundarios o “marcha fitoquimica”, el anélisis
cuantitativo de alcaloides y el aislamiento e identificacion preliminar del sulfato de
mescalina (determinacién del punto de fusién y CCF) se realizaron en el ambiente de
Investigacion de Quimica de Productos Naturales (C3 — 175), en el periodo
comprendido entre octubre del 2012 y julio del 2013), demandando un trabajo

aproximado de 5 meses de trabajo efectivo (5 dias por semana, 8 horas por dia).

La segunda parte de este trabajo, que consisti6 en la identificacién espectroscépica
del sulfato de mescalina (espectros de masas, de RMN y UV) fue realizado por el autor
de esta tesis en el periodo del 18 de abril al 31 de mayo del 2013, \ltima etapa de la
estadia de investigacion realizada en The Yan Lab del Departamento de Quimica de la
Universidad de Yale (USA), dirigido por la Dra. Elsa C. Y. Yan.

Adicionalmente, se realiz6 el analisis porcentual de elementos (% C, H, N, O, S)
én el Servicio de Miclzroanélisis del Institut de Chimie des Substances Naturelles del
Centre National de la Recherche Scientifique ICSN — CNRS, de Gif Sur Yvette
(Francia), gracias a la colaboracién del Dr. Bernard Delpech, durante la visita que
realiz6 el asesor de esta tesis, Dr. Victor Reyna al mencionado centro de investigacién

el 10 de setiembre del 2013.
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Asimismo, el espectro de Infrarrojo (IR) fue realizado por el Quim. Jorge Muiiante
F. (compaiifa Electromédica Peruana S. A. - EMPESA) en Lima, el 07 de diciembre del
2012.

En resumen, la ejecucion de esta tesis involucré la realizacion de las principales
etapas que comprende la investigacion Fitoquimica, las que se enumeran a

continuacion:

METODOLOGIA DE INVESTIGACION PARA EL ESTUDIO QUIMICO
(ALCALOIDES) DE PLANTAS MEDICINALES %
Trabajo preliminar
A. Seleccion y recoleccion de la planta
- B. Estudio etnobotanico y etnomedicinal de la planta
C. Determinacion sistematica (identificacién botanica)
D. Estudio bibliografico

Trabajo experimental en el laboratorio (alcaloides)

Secado y molienda de la planta

E. Andlisis cualitativo (marcha fitoquimica)

F. Anaélisis cuantitativo de alcaloides

G. Aislamiento de compuestos puros
a) Extracci6n sélido — liquido de la planta: Extracto Bruto Orgénico (EBO)
b) Separaci6n liquido — liquido: Extracto Bruto de Alcaloides (EBA)
¢) Purificacion: Aislamiento de cada alcaloide puro

(Cromatografia/recristalizacion/preparacién de derivados)
| H. Identificacién del compuesto puro

a) Procedimientos clasicos: punto de fusién, composicion centesimal, CCF.
b) Procedimientos espectroscopicos: Masas, RMN'H, RMN!*C, IR y UV.

TRABAJO PRELIMINAR

A. Selecciéon y recoleccion de la planta. Cactus “San Pedro Macho” (E.

peruviana)

Se selecciond el estudio de los tallos del cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis

peruviana) por dos motivos:
i.  En primer lugar, por disponer de suficiente material vegetal para realizar el estudio

quimico, y
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ii. en segundo lugar, por tratarse de una especie estrechamente relacionada con el
cactus “San Pedro Hembra” (E. pachanoi), que ha sido tema de Tesis de
Licenciatura en nuestro laboratorio (Flores — 2000'), y no haberse realizado ningfin

estudio quimico precedente con este cactus cuitivado en el Peru.

Lbs tallos del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana) fueron recolectados en el

~ distrito de Huancaya (Reserva Paisajistica Nor Yauyos — Cochas, Provincia de Yauyos,
Departamento de Lima), por los Doctores Victor Reyna P. y Michel Sauvain (Institut de
Recherche pour le Développement — Francia), el dia viernes 08 de agosto del 2008 a las
13h0S — 13h40, un dia con sol intenso, aproximadamente a 2500 m.s.n.m. *. El lugar de
la recoleccién se ubica en la carretera Cafiete — Lunahuana — Yauyos — Huancaya, a 30
km luego de pasar el desvio que dirige a Yauyos y a 19 km .de Huancaya, en la ladera
derecha adyacente a la carretera afirmada que conduce a Huancaya (Fotos 1 y 2),

carretera que va siguiendo el curso del rio Caiete.

El lugar de la recoleccion fue propuesto por el Dr. Carlos Ostolaza Nano,
reconocido especialista en Cacticeas del Perti y en el extranjero (Ostolaza — 2011%7),
quien durante el mes de noviembre del 2006 habia realizado un viaje de exploracién de
los cactus que habitan en los valles del rio Cafiete (Provincia de Yauyos), informando
que en toda esta region, en particular en las carreteras hacia Laraos y Huancaya (2400 —
3400 m.s.n.m.) y en la carretera hacia Yauyos (2000 - 3100 m.s.n.m.), existe un gran
nimero de cactus de la especie E. peruviana. En este valle los cactus E. peruviana son
mas altos, mas gruesos y se encuentran en una poblacién méas abundante. El Dr.
Ostolaza verifico que en esta regién no crece la especie relacionada “San Pedro

E Hembra” (E. pachanoi) (Ostolaza, C., et al. — 200775, Pp. 220 — 225, Figuras 24 y 25).

Se tenia previsto la participacién del Dr. Carlos Ostolaza N. en este viaje, pero
-Jamentablemente una afecci6n a su salud le impidié acompafiarnos, asegurdndonos que
nos resultaria ficil encontrar ejemplares del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana),

en dicha region, tal como ocurrié.

* Lamentablemente no disponemos de altimetro ni equipo GPS.
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Foto 1. Cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana), Yauyos — Lima (2500 m.s.n.m.)
(Foto M. Sauvain).
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Foto 2. Lugar de la recoleccion del cactus “San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana), ladera

del rio Cafiete en Yauyos — Lima (2500 m.s.n.m.) (Foto M. Sauvain).
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B. Estudio etnobotanico y Etnomedicinal

A diferencia de la especie relacionada, el “San Pedro Hembra” o simplemente
llamado San Pedro (E. pachanoi), €l cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana) no se
utiliza en medicina tradicional, debido a la presencia de grandes, gruesas y abundantes

espinas que hacen dificil su manipulacién.

En cambio, el cactus “San Pedro Hembra” (£. pachanoi) constituye la principal

. entre todas las plantas medicinales utilizadas por los curanderos del norte del Perd,
siendo considerada como una planta maestra y sagrada. Su utilizacién se da en la

- preparacién de la bebida San Pedro (decoccién enlagua de. este cactus) y su ingestion

1-2, 70-71

durante las denominadas Mesas con San Pedro , CUyo uso se remonta a épocas

prehispéanicas’ ~68,

Sin embargo, varios cerdmicos prehispanicos representan el uso de cactus
espinosos, tal como se observa en la Foto 3, aunque no es posible identificar de qué

especie se trata.

C. Determinacion sistematica (identificacién boténica)

Las muestras de “San Pedro Macho” (E. peruviana) fueron identificadas por el Dr.
Carlos Ostolaza Nano, reconocido especialista en cacticeas (Ostolaza — 2011%7), luego
de su coleta en una regi6n previamente estudiada por él (Ostolaza, C., ef al. — 20077°).
En el Anexo 6 se reproduce la descripcion que el Dr. Ostolaza hace del cactus

“San Pedro Macho” y “San Pedro Hembra”, respectivamente.

D. Estudio bibliografico

La investigacién precedente que realiz6 J. Flores, bajo la supervision del Dr. V.
Reyna, como tema de Tesis de Licenciatura: “Estudio Quimico del cactus ‘San Pedro’
(Echinopsis pachanoi Britton y Rose), Lima- Perti, 2000, proporcioné los textos
generales asi como los articulos correspondientes en donde se describe al género

Echinopsis.

Adicionalmente, el autor de esta Tesis de Licenciatura realizé la busqueda de las
referencias bibliograficas relacionadas a la mescalina, correspondientes al periodo de
2000 — 2014, y en particular a aquellas referidas a la cuantificacién de alcaloides en

cactus.
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Foto 3. Cerdmicas Moche. En (a) y (b) se observa la preparacién de una bebida a partir
de un cactus con espinas. En (¢) y (d) se observa a un sacerdote quien da un tratamiento
especial al cactus debajo de él. Museo de Antropologia, Arqueologia e Historia, Lima,
Junin 1988 (V. Reyna).
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TRABAJO EXPERIMENTAL EN EL LABORATORIO

Secado y Molienda de la planta®
Del material recolectado en Huancaya (08. Ago. 08) se tomaron dos pedazos
(tallos completos) que pesaron 2,843 kg (FO8 — 2) y 2,061 kg (FO8 - 3)

respectivamente, el dia sdbado 09 de agosto del 2008 cuando ingresaron al laboratorio.

Debido a la dificultad para secar la pulpa de estos cactus en estufa a baja
temperatura (menos de 45 °C), pues debido a su gran contenido de agua ocasiona la
descomposicioén de la muestra (hongos), se decidié separar la corteza de la pulpa, y solo

trabajar con la corteza.

Para ello se procesaron los dos cactus, separando la corteza con ayuda de un
cuchillo de cocina (de acero inoxidable). Las tiras de corteza se colocaron directamente
en el plato del horno de microondas (MD 1430WE) y se colocaron a secar de manera
diferente cada una de ellas: _

i. La muestra FO8 — 2 se seco inicialmente en microondas durante 1’ (un minuto),
1’ (un minuto) y 3’ (tres minutos) con la opcion “Descongelar Pescado”, repitiendo
este procedimiento dos veces mas (en total 3 veces). Debido a que la muestra atin
continuaba himeda, se decidié completar su secado en la estufa “Memmert” a
40 °C durante 24 h. ‘

ii. Para la muestra FO8 — 3 se decidié emplear solo el microondas; sin embarge, en
vista de que la opcion “Descongelar Pescado” no permite secar por completo a la
muestra, se opt6 por cambiar de procedimiento y emplear la opcién “Descongelar
Pescado 1,1” la cual requiere un mayor periodo de tiempo para su realizacion
(28 min y 33 seg). Este procedimiento se repiti6 dos veces més (en total 3 veces),

haciendo un total de (calentamiento) de 85 min y 15 seg. (Ver Tabla 8)

Una vez secas las muestras se pulverizaron a grano fino con la ayuda de un molino
doméstico “Moulinex” (750 W) (Foto 4).

* Esta etapa fue realizada por la profesora Elena Céndor C. en el mes de agosto del 2008: el secado entre el
martes 12 y el miércoles 27 mientras que la molienda durante el lunes 25 y el jueves 28.
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Tabla 8. Secado y molienda del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana) (Muestras
recolectadas en el distrito de Huancaya — Prov. Yauyos — Dpto. Lima, el viernes 08 de
agosto del 2008)

Peso Condiciones de secado Peso?
Molienda
Muestra fresco (solo de la corteza) seco
: (Fecha)
(4] Fecha Microondas Estufa (2
FO8 -2 2843 12-27 Si 40 °C 25-28 603
Ago.08 Ago.08
F08 -3 2061 Si - 392

2 Solo se trabajé con la corteza del cactus, se desechd la pulpa.

Foto 4. Muestra FO8 — 2 seca y pulverizada (Foto P. Baldera Aguayo).

E. Anailisis cualitativo (Marcha Fitoquimica)
-1. Muestra: 6 g de muestra seca y pulverizada del cactus “San Pedro Macho”
(E. peruviana). Se realizaron dos anélisis, con resultados similares:
' a) Primer analisis: 10 — 15 de junio del 2013 (muestra FO8 —2)
b) Segundo andlisis: 02 — 06 de julio del 2013 (muestra FO8 — 3)
2. Procedimiento: Reyna — 20127, de acuerdo a Rondina & Coussio — 19693 (Ver Anexo 4).
3. Resultados
Las dos muestras analizadas dieron resultados similares, los cuales se detallan en el
Anexo 7 y se resumen a continuacion:
a) Contiene: Aminogrupos primarios y/o secundarios (++), grupos fendlicos libres (+),

triterpenoides y/o esteroides (+), alcaloides (+++), catequinas (+).
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b) No contiene: Taninos, flavonoides, quinonas, antronas o antranoles, leucoantocianidinas
y saponinas.
Ademas, precedentemente, del 02 — 24 de octubre del 2008 se realiz6 el analisis de la
muestra FO8 — 2, por el estudiante Marcelo Bazan bajo la supervisién de la profesora

Elena Coéndor C., y se obtuvieron los mismos resultados (ver Anexo 7).

F. Anailisis cuantitativo de alcaloides
En nuestra tesis se analiz6 la muestra FO8 — 2 utilizando dos procedimientos

diferentes para la determinacion cuantitativa de alcaloides (ver Tabla 9):

i.  Belladonna leaf dry extract, standardised - 5" Edicion de European Pharmacopoeia
~ 200552y Bozkurt Sarikaya, B., et al. —2012%

ii. Estudio cuantitativo de los alcaloides totales en Datura stramonium del Peru.
Metodologia - Hoet & Rios Chu — 1980%°

En ambos procedimientos se analizan 6,0 g de muestra vegetal.

1. Procedimiento 1 — Belladonna leaf dry extract, standardised (European
Pharmacopoeia 5.0 — 2005%2)
Se realizaron cuatro anélisis entre el 29 de junio y 06 de julio del 2013. A continuaci6n

| se describe el primer analisis:

Muestra: 6,0 g de muestra FO8 —2 (M1)

a) Extraccién sélido — sélido (Obtencion del Extracto Bruto Orgdnico, EBO)
Alcalinizacion con amoniaco concentrado NHse) 15 N

i. La muestra de cactus (6,0 g, secay pulVerizada) se alcaliniza con 40 mL de una mezcla

de NHj(e) 15 N — agua destilada (1:3) a temperatura ambiente durante 30 min.
Extraccidon por solventes

ii. La muestra alcalinizada se lava con 40 mL de una mezcla de cloroformo - éter etilico
(1:3), hasta que la solucién organica dé prueba negativa de alcaloides mediante el test
de Mayer (x 4).

iii. La mezcla organica se concentra en rotavapor hasta un volumen de 50 mL,
obteniéndose asf el Extracto Bruto Organico (EBO).

b) Separacién liquido — liquido (Obtencién del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)
Extraccion del Extracto Bruto Orgdnico con solucion dcida

iv. El extracto bruto organico se disuelve con un volumen de éter etilico no menor a 2,1
veces el volumen del EBO. La mezcla orgéanica se coloca en un embudo de separacion,

previamente enjuagado con éter etilico, y se extrae con una solucién de H>SO4(c) 0,5 N
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(5 x 25 mL) hasta que la solucién organica dé prueba negativa de alcaloides mediante el
test de Mayer. Luego, se elimina la fase organica.

Alcalinizacion del extracto acuoso con disolucion de amoniaco

Los extractos acidos se alcalinizan con NH3(cc) 15 N hasta pH = 11 - 12.

Extraccion de alcaloides con solventes orgdnicos

El extracto acuoso bésico se extrae con cloroformo (4 x 30 mL) hasta que la solucién

‘acuosa presente test de Mayer negativo. Se elimina la fase acuosa.

i. Los extractos orgénicos se secan con sulfato de sodio anhidro y se deja reposar la

mezcla durante 30 min, con agitacion ocasional. Luego de filtrar el liquido, el sulfato de

sodio se lava con cloroformo (4 x 10 mL).

. Los extractos cloroférmicos se concentran en rotavapor hasta sequedad (40 °C,

200 — 300 mbar), obteniéndose el Extracto Bruto de Alcaloides (EBA).

Eliminacion de las bases volatiles

El solido obtenido se seca en la estufa a 100 — 105 °C durante 15 min. Luego, se agrega
una pequefia cantidad de cloroformo y se lleva hasta sequedad en el rotavapor.
Finalmente, se coloca el sélido obtenido en la estufa a 100 — 105 °C durante 15 min,
obteniéndose el Extracto Bruto de Alcaloides (EBA = 17,2 mg) como una resina de
color pardo.

Titulacién. Determinacion potenciométrica

El extracto bruto de alcaloides se disuelve en unos mililitros de cloroformo. Luego se

agrega 5 mL de solucion estandarizada de H2SOaac) 0,0230 N, con una pipeta graduada.

El solvente orgénico se elimina en el rotavapor quedando una solucién acuosa 4cida que

xi.

contiene alcaloides en forma de sales.

La solucién acuosa acida se titula con una solucion estandarizada de NaOHc)
0,0225 N, utilizando un potenciémetro* con electrodo de vidrio para determinar el punto
de equivalencia. El andlisis de la curva de titulacion (ver Anexo 13) muestra que el
punto de equivalencia corresponde a la adicién de 2,73 mL de base, NaOHa).

Cilculo de la cantidad y del porcentaje de alcaloides en la muestra

Al agregar un exceso de solucién de dcido sulfiirico HaSOage) (5 mL, 0.0230 N) al

Extracto Bruto de Alcaloides, ocurre la reaccion:
Ry

e ‘ e
LN, +  HpSO4a0 ———— | "oy + HSO4aq)

e e

(ac) (ac)

* Potenciémetro PL — 700 PV (Laboratorio de Investigacion de Biopolimeros y Metalofarmacos “LIBIPMET”
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Ingenieria).
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y se tiene que:

N° meq 4cido (sobrante) = N° meq 4cido total — N° meq alcaloide e (00)
donde:
N° meq 4cido total =N x V =0,0230 x § = 0,1152 meq - (B)

ii. El acido sulfiirico HoSOa(c) sobrante, que queda sin reaccionar con el alcaloide, se titula
con 2,73 mL de solucién de hidréxido de sodio NaOH ac) 0,0225 N, segtn la ecuacién:
H2SO4) + NaOHgg) —> HOgy + NaxSOsa
y en el punto de equivalencia se cumple que:
N° meq. 4cido (sobrante) = N° meq. base e (Y)
iii. La cantidad (meq) de hidréxido de sodio (N = 0,0225 y V = 2,73 mL) se determina por
la relacién: N° meq =N x V (mL)
N°meq base = NnwoH X V NaoH
N° mequuony = 0,0225Nx2,73 mL
N° meqmaonyy = 0,0615 meq
iv. La cantidad de meq de 4cido sobrante se determina por la relacion (y):
N° de meq (H2S04) sobrante = 0,0615 meq .. (0)
v. La cantidad de meq de 4cido sobrante se determina por la relacion (y)
La cantidad (en meq) de alcaloides presentes se determina reemplazando las cantidades

(B) y (8) en la relacion (o)

N° meq de alcaloide = N° meq de 4cido total — N° meq de 4cido (sobrante)
=0,1152 meq— 0,0615 meq
= 0,0537 meq
vi. La cantidad (en mg) de alcaloides (expresados como mescalina) se determina teniendo

en cuenta que:

y lEq-g=—1\éI-

donde 0 es el niimero de hidrégenos intercambiados en la reaccién acido - base (para la

W
1Eq-g

N°eq =
mescalina © = 1) y M es el peso molecular de la sustancia (para la mescalina
M =211,2610 g/mol).

Luego: W =N°meq x M
W =0,0537 x211,2610
W = 11,34 mg de mescalina (en 6.00 g de muestra seca)
El porcentaje de alcaloides en la muestra se determina por la relacion:

6,00 g _— 100 %
11,34x10°g ——— % de alcaloides (como mescalina)
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11,34x107 x100

=0,19%
6,00

% de alcaloides (como mescalina) =

Procedimiento 2 - Estudio cuantitativo de los alcaloides totales en Datura
stramonium del Peri. Metodologia (Hoet & Rios Chu — 1980%0)

Se realizaron dos anélisis el 06 de julio del 2013. A continuacion se describe el primero
de ellos:

Muestra: 6,0 g de muestra FO8 — 2 (M5)

Extracci6n sélido — sélido (Obtencidn del Extracto Bruto Orgdnico, EBO)

Alcalinizacién con amonfaco concentrado NHj) 15 N

. La muestra de cactus (6,0 g, seca, pulverizada y sin desengrasar) se coloca en un

cartucho de tocuyo y se alcaliniza con 8 mL de NHzc) 15 N, a temperatura ambiente,
durante 1 hora.

Extraccion por solventes

La muestra alcalinizada (que se encuentra dentro del cartucho de tocuyo) se coloca en el
equipo soxhlet y se adiciona 60 mL de una mezcla de etanol - éter etilico (1:2) y se deja
macerar, a temperatura ambiente, durante una noche.

Al dia siguiente, se adiciona una cantidad adicional de la misma mezcla de solventes y
se extrae en soxhlet durante 14 horas.

La mezcla organica se concentra en rotavapor sin llegar a sequedad (40 °C,
200 — 300 mbar), obteniéndose el Extracto Bruto Orgéanico (EBO).

Separacion liquido — liquido (Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA)
Extraccidén del Extracto Bruto Orgdnico con solucion dcida

El extracto bruto orgénico se disuelve con 50 mL de cloroformo — éter etilico (1:1), se
coloca en un embudo de separacion de 250 mL y se extrae con una solucién de
H2SO04cy 0,5 N (5 x 50 mL), hasta que la solucién organica dé prueba negativa de
alcaloides mediante el test de Mayer. Luego, se elimina la fase organica.

Alcalinizacion del extracto acuoso con disolucion de amoniaco

Los extractos 4cidos se alcalinizan con NHs(e) 15 N hasta pH =11 — 12.

Extraccion de alcaloides con solventes orgdnicos

El extracto acuoso basico se extrae con una mezcla de cloroformo — éter etilico (1:1)
(5 x 50 mL) hasta que la solucién acuosa presente test de Mayer negativo. Luego, se
elimina la fase acuosa.

Los extractos organicos se secan con sulfato de sodio anhidro y se deja reposar la
mezcla y, previa filtracién, se transvasan a un balén de 500 mL y se concentran en el
rotavapor hasta sequedad (40 °C, 200 — 300 mbar), obteniéndose el Extracto Bruto de
Alcaloides (EBA).
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¢) Eliminacion de las bases voldtiles

ix. El s6lido obtenido se disuelve con 5 mL de cloroformo y se coloca durante 15 min en
bafio maria. Luego, esta solucién se concentra en el rotavapor, para eliminar el solvente
y se repite un total de 5 veces. Este proceso tiene por objeto la eliminacién total del
NHi(cc) presente en la muestra.

x. Finalmente, se lleva a sequedad en el rotavapor, obteniéndose el Extracto Bruto de
Alcaloides (EBA = 7,1 mg) como una resina de color pardo.

d) Titulacién. Determinacion potenciométrica

xi. El extracto bruto de alcaloides, contenido en un balén de 100 mL, se disuelve en 5 mL
de cloroformo. Luego se agrega 10 mL de solucién estandarizada de H3SOuac)
0,0197 N, con una pipeta graduada. El solvente orgéanico se elimina en el rotavapor
quedando una solucién acuosa 4cida que contiene alcaloides en forma de sales.

xii. La solucién acuosa &cida se titula con una solucion estandarizada de NaOHa)
0,0208 N, utilizando un potenciémetro* con electrodo de vidrio para determinar el punto
de equivalencia. El analisis de la curva de titulacién (ver Anexo 13) muestra que el
punto de equivalencia corresponde a la adicién de 7,73 mL de base, NaOHac).

e) Cilculo de la cantidad y del porcentaje de alcaloides en la muestra
El célculo de la cantidad y del porcentaje de alcaloides en las muestras M2 — M6, se
realiza segun lo indicado en el acépite €). del Procedimiento 1 en la pagina 67. A
continuacién se presentan estos resultados en la Tabla 9.

Tabla 9. Porcentaje (%) de alcaloides presentes en la corteza del cactus “San Pedro Macho”

(muestra FO8 — 2, peso = 6.0 g en cada caso)

Volumen 7 % de
Punto de . %
de Mescalina alcaloides
Muestra Procedimiento equivalencia alcaloides
H2804(ac) (mg) (como .
Vnaon (mL) (Promedio)
(mL) mescalina)
M1 1 5,00 2,73 11,34 0,19
M2 1 5,00 3,27 8,80 0,15
0,19
M3 1 5,00 2,68 11,61 0,19
M4 1 5,00 1,77 13,06 0,22
M5 2 10,00 7,73 7,77 0,13 -
M6 2 10,00 8,50 . 4,42 0,07 -

* Potenciémetro PL — 700 PV (Laboratorio de Investigacién de Biopolimeros y Metalofiarmacos “LIBIPMET”
de la Facultad de Ciencias de ta Universidad Nacional de Ingenieria) colaboracion de la Srta. Josseline S.
Ramos Figueroa, Bachiller miembro de dicho grupo de investigacion.
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Como se observa en la Tabla 9 se presenta mucha diferencia en los dos resultados
— porcentaje de mescalina obtenidos mediante el Procedimiento 2 (Hoet & Rios Chu —

1980%%), por lo que se decide descartar estos valores.

Luego, el porcentaje de alcaloides se determina promediando los resultados
obtenidos mediante el Procedimiento 1 (European Pharmacopoeia 5.0 — 2005%), el cual
proporciona un valor de 0,19 % de alcaloides presentes en la corteza del cactus “San
Pedro Macho” (E. peruviana). Este resultado es muy similar a aquel obtenido por
Cjuno, M., et al. — 2009% y Ogunbodede, O., et al. - 2010°, 0,25 % y 0,24 %
respectivamente, de mescalina en la corteza del cactus “San Pedro Macho”; y muy
inferior al 0,817 % reportado por Pardanani, J., ef al. - 1977°, quienes analizan la
corteza y la pulpa del cactus (ver Tabla 1, Pag. 8).

- Finalmente, es preciso indicar que en la bibliografia se presenta el analisis del
alcaloidé mescalina mediante HPLC (Ogunbodede, O., et al. - 2010°) el cual se tenia
planeado realizarlo en el Laboratorio de Cromatografia del Departamento de Quimica
de la Universidad Nacional de San Antonio de Abad (Cusco — Perti) bajo la direccion
del Prof. Carlos Serrano; sin embargo, las limitaciones de recursos econémicos* no

permitieron llevar a cabo el mencionado analisis por HPLC.

G. Aislamiento de la mescalina como sulfato dihidratado

ii.

iii.

Como se describi6 en la metodologia de investigacion (Pag. 60) el aislamiento de
compuestos puros comprende tres etapas: _
Extraccion s6lido — liquido de la planta: para la obtencién del Extracto Bruto Organico,
EBO.
Separacion liquido — liquido: para la obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, EBA.

Purificaci6n: para el aislamiento del compuesto puro.

| Para el aislamiento de la mescalina se emplearon dos muestras de la corteza del
cactus “San Pedro Macho” (E. peruvigna), FO8 — 2 y FO8 — 3 (100 g de cada una),
trabajo realizado del 12 de diciembre del 2012 al 07 de enero del 2013.

Ahora se procederad a describir el procedimiento realizado en cada una de estas
etapas, hasta lograr la obtencion del alcaloide puro, aplicado a la primera muestra
FO8-2.

* La solicitud de subvencién economica del proyecto “Estudio Quimico del cactus ‘San Pedro Macho’
(Echinopsis peruviana) fue rechazado por el Instituto de Investigacion de la Facultad de Ciencias - UNI
(Diciembre 2012) asi como por el Instituto General de Investigacion (IGI) de 1a UNI (Agosto 2013).
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1. Extraccion s6lido - liquido: Obtencidn del Extracto Bruto Orgdnico (EBO)

a) Extraccion con solventes

i. En un frasco Erlenmeyer de 2 L, dispuesto sobre una plancha de calentamiento, se
coloca 1 L de écido sulfiirico H2SOuac) 0,5 N y se lleva a ebullicion. Se retira la fuente
de calentamiento y enseguida se agregan los 100 g de la corteza del cactus seco y
pulverizado, y se deja en reposo durante 24 horas.

ii. El solvente de extraccién se separa mediante filtracién al vacio (matraz Kitasato de
2 L), usando una bomba de vacio y papel de filtro “rapido”. Sin embargo, se produce
una emulsion de la mezcla que resulta dificil de resolver (Foto 5). Para superar esta
situacion se realizaron dos procesos sucesivos:

o Se separa la mayor parte del sdlido con ayuda de coladores de metal (empleados
usualmente para reposteria puesto que su malla es la mas fina), quedando el liquido atn
emulsionado.

o Para resolver esta emulsién se realizé la centrifugacion® del liquido (10 000 rpm),
utilizando tubos de pléstico para centrifuga de 50 mL (marca Falcon, en forma de lapiz).

ii. Se repite una vez mas, la extraccion por maceracion con 1 L de H>SO4qc) 0,5 N,
procediendo de la misma manera. En ambos casos se vuelve a formar emulsién, que
nuevamente se resuelve de la misma manera.

iii. Luego, se realiza una extraccién con 1 L de agua destilada.
iv. Se refinen todos los extractos acuosos acidos (3,1 L) y se guardan en un frasco de vidrio

de 4 L de color &mbar: Extracto Bruto Organico (EBO).

@

(b)

Foto 5. Extraccion sélido — liquido. Se puede observar la presencia de la fase superior

acuosa (a) y la emulsion formada (b) (Foto P. Baldera Aguayo).

* Centrifuga Eppendorf 5810 R, Laboratorio de Peliculas Delgadas (Facultad de Ciencias ~ UNI),
colaboracién del Sr. Antony Bazéan, estudiante miembro de dicho grupo de investigacion.
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Separaci6n liquido — liquido: Obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA)

b) Alcalinizacion del extracto con solucion de hidroxido de sodio NaOHac) 6 N

V.

©)

vi.

vii.

vii.

viii.

ix.

xi.

El extracto acuoso 4cido (3,1 L, pH = 1,0) se alcaliniza hasta pH 12 con 300 mL de

NaOHa) 6 N (pureza del NaOH = 98,2%).

Extraccion de alcaloides con solventes orgénicos

El extracto acuoso alcalino (3,4 L) se separa mediante filtracién al vacio (matraz
Kitasato de 2 L), usando una bomba de vacio y papel de filtro “lento”. El liquido
filtrado se divide en 12 porciones de 300 mL, debido a que se empleard un embudo de
decantacién de 500 mL. Cada porcion de 300 mL de fase acuosa se extrae con 30 mL de
cloroformo, de manera que la proporcion entre el Extracto Acuoso: cloroformo sea de
10:1. Esta extraccion se repite una segunda vez.

‘En algunos casos se forma emulsion, y para resolverla se procede de la siguiente
manera:

Se deja en reposo durante 1 h. Luego de ello si la emulsion persiste, la mezcla orgénica

~ se lava con una solucion semisaturada de Na;SOus) (1 g de sal anhidra en 10 mL de

agua destilada).

O se deja en reposo durante 24 h.

Los extractos cloroférmicos se juntan (500 mL), y se secan con sulfato de sodio
Na,SOsys), y previa filtracion con papel de filtro “lento”, se transvasan a un balénde 1 L
para concentrar en el rotavapor hasta sequedad (40 °C, 200 — 300 mbar). Finalmente se
obtiene 4,75 g de Extracto Bruto de Alcaloides (EBA). Si el EBA ain presenta
impurezas (remanentes de la emulsién previamente resuelta) se redisuelve en 10 mL de
cloroformo y se filtra en papel “lento”. Luego se concentra hasta sequedad en el
rotavapor (40 °C, 200 — 300 mbar).

Purificacién. Preparacion del sulfato de mescalina dihidratado

El EBA (4,74 g) se disuelve con 4 mL de etanol y se coloca en un tubo de ensayo
($ =2,5cm, h=11,5 cm) y se coloca en un bafio de hielo (5 °C).
Luego, se agrega (gota a gota) 2 mL de solucién de 4cido sulfiirico HoSOuc) al 1 %,
observandose la inmediata precipitacién del sulfato de mescalina, como finas particulas
blancas (ver Foto 6). Se deja en reposo, a dicha temperatura durante 24 h.

El liquido sobrenadante se separa con ayuda de un gotero, y el sélido aun hiimedo que
queda en el tubo se recristaliza con etanol: Se agrega 5 mL de etanol y se lleva a
ebullicién en un “bafio Maria”.

Cuando todo se haya disuelto se retira el tubo del bafio y se deja enfriar a temperatura

ambiente.
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Al enfriarse, se observa la precipitacion de finos cristales blancos (Foto 6). Luego de 10
minutos, se coloca el tubo en el refrigerador, a 5 °C, hasta el dia siguiente (24 h).
Se filtra el liquido sobrenadante, de color amarillo péalido, a través de un embudo de

placa porosa Pyrex (¢ = 4,5 cm), y se lava el sulfato de mescalina con 1 — 2 mL de

. etanol helado.

Se deja secar el sulfato de mescalina a temperatura ambiente durante 1 hora y luego en la
estufa “Memmert” a 40 °C, hasta peso constante, obteniéndose 137,77 mg de sulfato de

mescalina.

Foto 6. Preparacién del sulfato de mescalina dihidratado (Foto Pedro Baldera Aguayo).

El tratamiento de la muestra FO8 — 3 (100 g), siguiendo este mismo procedimiento,
proporciond 0,61 g de EBA y a partir de ello, 17,8 mg de sulfato de mescalina
dihidratado.

Esta diferencia de resultados (137,77 mg y 17,8 mg de sulfato de mescalina
dihidratado), para las muestras FO8 — 2 y F08 — 3, respectivamente, que son dos
“trozos” de cactus recolectados del mismo espécimen, podria deberse a la diferencia en

la forma de secado que se utilizo para el tratamiento de cada una de estas muestras.

H. Identificacion Clasica del sulfato de mescalina dihidratado

La identificacion del sulfato de mescalina dihidratado se realizé mediante métodos
clasicos (punto de fusién, comportamiento cromatogréafico — CCF, analisis porcentual) y
la determinacion estructural a través de del analisis de sus espectros de Masas (IE),

RMN'H, RMNC, IR y UV.

La muestra analizada fue el sdélido cristalino de color blanco obtenido

precedentemente, a partir de la muestra FO8 — 2 (Sec.G, Pag. 72)
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Caracteristicas del producto.- Sélido cristalino blanco
Determinacién del Punto de Fusién
Condiciones de trabajo
Equipo: 1A9000 Digital Melting Point
Laboratorio: Lab. N°12 (LABICER), FC — UNI
Operador: Bach. Josseline S. Ramos Figueroa (Personal de LABICER)
Fecha: 07 de enero del 2013
Resultados
Punto de Fusi6n: 184 °C
Referencias — Sulfato de mescalina dihidratado
i.183 °C, Flores — 2000'
ii.183 — 186 °C, The Merc Index — 1996
Comportamiento cromatografico (Cromatografia en Capa Fina — CCF)
Laboratorio: Lab. N °12 — Quimica de Productos Naturales, FC — UNI.
Operador: Bach. Pedro A. Baldera Aguayo
Fecha: 07 de enero del 2013
Cromatograma N °1 (Condiciones propuestas por Cjuno, M., et al. - 201075)
Adsorbente : Silica Gel 60F — 254 (Merck)
Eluente : Acetato de etilo — Metanol (8,5:1,0)
Revelador: Fluorescamina y luz UV
Resultados: R = 0,66
Referencia: Rs = 0,68 (Cjuno, M., et al. —20107%)

Conclusiones: La muestra corresponde al sulfato de mescalina dihidratado.

Cromatograma N°2 (Condiciones propuestas por Doetsch, P, W., et al. —198074)

Adsorbente : Silica Gel 60F — 254 (Merck)

Eluente : Eter etilico — Acido acético glacial (19:1)

Revelador: Fluorescamina y luz UV

Resultados: Rf = 0,54

Referencia: Re = 0,41 (Doetsch, P. W., ef al. — 19807%)

Conclusiones: La muestra corresponde al sulfato de mescalina dihidratado.
Andlisis porcentual de carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigeno y azufre

Condiciones de trabajo

75

i. Equipo: Analizador ELEMENTAR - vario Micro cube (C, H, N, S por combustién; O

por pirdlisis)
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ii. Laboratorio: Service de Microanalyse, Institut de Chimie des Substances Naturelles del
Centre National de la Recherche Scientifique, ICSN — CNRS, de Gif Sur
Yvette, Francia (Colaboracién del Dr. Bernard Delpech, investigador
del ICSN)
iii. Operador: Personal especializado del laboratorio — ICSN.
iv. Fecha: 10 de setiembre del 2013
v. Muestra: Sulfato de mescalina dihidratado
b) Resultados (Ver Anexo 9) |

Tabla 10. Anélisis porcentual encontrado para el sulfato de mescalina dihidratado

Exp.1 Exp.2. Promedio

Elemento
% % %
C 47,37 4725 47,31
H 7,11 7,02 7,07
N 5,16 4,99 5,08
(o] 34,77 34,76 34,77
S 5,77 3,69 5,73

¢) Analisis de resultados

i. Se asume que tiene 100 g de muestra:
Tabla 11. Cilculo del N° moles de cada elemento para el sulfato de mescalina
dihidratado

N° moles
Peso Relacién
Exp.1 Exp.2 Promedio Peso (Peso/
Elemento atémico entre
% % % (2 peso
(g/mol) elementos
atémico)
C 47,37 4725 47,31 47,31 12,011 3,94 22
H 7,1 7,02 7,07 7,07 1,008 7,01 40
N 5,16 4,99 5,08 5,08 14,007 - 0,36 2
0] 34,77 34,76 34,77 34,77 15,999 2,17 12
S 5,77 5,69 5,73 5,73 32,06 0,18 1

ii. Relacién del numero de moles de 4tomos de los 5 elementos considerados (obtenido en el
ICSN):
C:3,94/0,18 =22; H: 7,01/0,18 = 40; N: 0,36/0,18 =2; 0: 2,17/0,18 =12y S: 0,18/0,18 = 1
Luego, relacién C/H/N/O/S: 22/40/2/12/1

iii. Relacion del nimero de moles de los elementos presentados en el sulfato de mescalina
dihidratado, C22H36N22010S2H20 (C22H40N2012S): Relacion de C/H/N/O/S: 22/40/2/12/1
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Conclusion

El anélisis porcentual de la muestra corresponde al sulfato de mescalina dihidratado.

Observacion.- En mayo del 2013 se realiz6 un analisis porcentual de carbono, hidrégeno

y nitrégeno para el sulfato dihidratado de mescalina; sin embargo, los resultados que se

- registraron (valores promedio: C 48,09%; H 6,41% y N 4,87%) proporcionaron una

L

relacién incorrecta del numero de moles de los 5 4tomos presentes en el sulfato de
mescalina dihidratado debido a que la muestra no estaba debidamente seca antes de
realizar el andlisis (ver Anexo 10). Dicha muestra fue nuevamente recristalizada en
etanol, 2 veces, y secada previamente a llevarla a Francia, donde se realizé el anlisis
porcentual (ICSN — CNRS).

Identificacién Espectroscépica del sulfato de mescalina dihidratado
~ La determinacion estructural del sulfato de mescalina dihidratado obtenido del
cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana) (aislado de la muestra FO8 — 2) se realizo6
mediante el analisis de sus espectros de masas, de RMN'H, RMN'3C y UV, registrados
por el autor de esta tesis durante los meses de abril — mayo del 2013 en la Universidad
de Yale (USA).
Ademds, el espectro IR fue registrado, a nuestro pedido, por el Quim. Jorge
Mufiante F. de la empresa Electromédica Peruana S. A. (EMPESA) en Lima — Peru el

" 07 de diciembre del 2012.

Espectro de masas — EI (70eV) (Espectro 1)

Condiciones de trabajo

Equipo: Agilent Technologies 5973 Network Mass Selective Detector (MSD). Tipo:
GC/MS. Modo de loniziacién: EL.

Laboratorio: Chemical and Biophysical Instrumentation Center (CBIC), Yale

. University, USA.

jii.

iv.

b)

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo

Fecha: 22 de mayo del 2013

Concentracion de la muestra: 16 mg/650 uL D20 (alicuota)

Caracteristicas del espectro .

m/z: 211 (11,37 %, ion molecular), 182 (pico base, 100 %), 167 (50,41 %),
151 (17,63 %)

Andlisis del espectro

La identificacién de los cuatro fragmentos idnicos corfespondientes a los picos m/z

211, 182, 167 y 151, y las ecuaciones de fragmentacion respectivas, se han descrito
precedentemente (Sec. A. 4. a), Pag. 19).
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El espectro de masas del sulfato de mescalina dihidratado obtenido a partir del

lar a los espectros registrados en la

1mi

cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana) es s

bibliografia (Sec. A. 4. a), Pag. 12).

d) Conclusién

tre el espectro de masas obtenido para nuestro

1a en

Existe correspondenc

compuesto y aquellos publicados en la bibliografia para la mescalina.
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Espectro de RMN'H - DMSO (Espectro 2)
Condiciones de trabajo
Equipo: Bruker Avance 500 MHz
Laboratorio: Chemical and Biophysical Instrumentation Center (CBIC), Yale
University, USA.
Operador: Pedro A. Baldera Aguayo
Fecha: 21 de mayo del 2013
Concentracién de la muestra: 1 mg/600 uL DMSO-ds
Caracteristicas del espectro
8 (ppm): 2,67 (2H, t); 2,89 (2H, t); 3,32 (NH; solapado por la sefial HOD, s);
3,62 (3H, s); 3,76 (6H, s); 6,52 (2H, s)
Analisis del espectro
La correspondencia entre los valores de desplazamientos quimicos y cada uno de
los protones pertenecientes a la estructura de la mescalina se indican a continuacion, en
la estructura de la molécula (Figura 26) y en la Tabla 12.
Conclusion
El espectro RMN'H obtenido corresponde a lo esperado para la estructura de la
mescalina asi como existe correspondencia para nuestro - compuesto y aquellios

publicados en la bibliografia (ver Tabla 3, Pag. 23)

Observacién.- Un espectro de RMN'H similar, pero de menor resolucién, fue obtenido
en el ICSN — CNRS de Gif Sur Yvette (Francia), gracias a la colaboracién del Dr. B.
Delpech, durante la visita que realizd el Dr. V. Reyna en el mes de setiembre del 2013
(Ver Anexo 11).

Espectro de RMN'H - D20 (Espectro 3)

Condiciones de trabajo '

Equipo: Bruker Avance 500 MHz

Laboratorio: Chemical and Biophysical Instrumentation Center (CBIC), Yale
University, USA. '

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo

Fecha: 30 de mayo del 2013

Concentracion de la muestra: 1 mg/600 ul. DO

Caracteristicas del espectro

8 (ppm): 2,94 (2H, t); 3,26 (2H, t); 3,75 (3H, s); 3,85 (6H, s); 6,67 (2H, s)
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¢) Anilisis del espectro
La correspondencia entre los valores de desplazamientos quimicos y cada uno de
los protones pertenecientes a la estructura de la mescalina se indican en la estructura de

la molécula (Figura 26) y en la Tabla 12.

HsC

4 H,C

5 H3C/

Figura 26. Asignaciones de los 4tomos de hidrégeno en la mescalina.

Tabla 12. Datos del espectro RMN'H del sulfato de mescalina dihidratado (500 MHz) en

DMSOy D,O
o
N° de atomo de
(ppm) Tipo de seiial Integracién
Hidrégeno
DMSO D20
2,67 2,94 1 t 2H
2,89 3,26 2 t 2H
3,32 - 3 s 2H
3,62 3,75 - 4 t 3H
376 3,85 5 s 6H
6,52 6,67 6 s 2H

d) Conclusion
Los espectros RMN'H obtenidos corresponden a lo esperado para la estructura de
la mescalina. Ademas, existe correspondencia para nuestro compuesto y aquellos

publicados en la bibliografia (ver Tabla 3, Pég.'23).



Espectro RMN H

Equipo: Bruker 500a

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo
Fecha: 21 de mayo del 2013
Concentracion: 1mg/600uL DMSO dé6
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Espectro 2. Espectro de RMN!'H (500 MHz) del sulfato de mescalina dihidratado en DMSO obtenido a partir del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana).



Espectro RMN H

Equipo: Bruker 500b

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo
Fecha: 30 de mayo del 2013
Concentracién: 1mg/600ul D0 ?
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ppm

Espectro 3. Espectro de RMN'H (500 MHz) del sulfato de mescalina dihidratado en D20 obtenido a partir del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana).
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Espectro de RMN3C (Espectros 4 y 5)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker Avance 500 MHz

Laboratorio: Chemical and Biophysical Instrumentation Center (CBIC), Yale
University, USA.

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo

Fecha: 30 de mayo del 2013

Concentracién de la muestra: 10 mg/600 uL D,O

Caracteristicas del espectro DEPT — 135 (Espectro 4)

Este espectro nos muestra los carbonos primarios y terciarios en la parte superior, y los
carbonos secundarios en la parte inferior.

Sefiales en la parte superior:

& (ppm): 56,0; 60,84; 106,25

Sefiales en la parte inferior:

& (ppm): 32,99; 40,45

Caracteristicas del espectro de d&sacoplamiento de protén de banda ancha
(Espectro 5)

En este espectro aparecen todos los 4tomos de carbono de la molécula.

& (ppm): 32,99; 40,45; 56,01; 60,84; 106,25; 133,51; 135,60; 152,61

Andlisis del espectro DEPT — 135 y Desacoplamiento de protéon de banda ancha
Carbonos primarios (CHs)

Las siguientes dos seifiales presentes en los espectros DEPT — 135 y Desacoplamiento de
protén de banda ancha corresponden a los tres carbonos terciarios presentes en la
mescalina:

& (ppm): 56,01 (2C, C —3); 60,84 (1C,C~4)

Carbonos secundarios (CH2)

Las dos sefiales de la parte inferior del espectro DEPT — 135 corresponden a los dos
carbonos secundarios presentes:

& (ppm): 32,99 (1C, C - 1); 40,45 (1C,C -2)

Carbonos terciarios (CH)

La sefial presente en los en los espectros DEPT — 135 y Desacoplamiento de protén de
banda ancha corresponde a los dos carbonos terciarios presentes en la mescalina:

8 (ppm): 106,25 (2C, C-5)

Carbonos cuaternarios (C)

Las tres sefiales registradas en el espectro de Desacoplamiento de protén de banda ancha

corresponden a los cuatro atomos de carbonos cuaternarios:
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6 (ppm): 133,51 (1C, C-6); 135,60 (1C, C—7); 152,61 (2C, C-8)
La correspondencia entre los valores de desplazamientos quimicos y cada uno de
los 4tomos de carbono pertenecientes a la estructura de la mescalina se indican en la

estructura de la molécula (Figura 27) y en la Tabla 13.

o N ! NH
3 " 2
ch/
2
H3;C 5
4 \o
3 0
Hac/

Figura 27. Asignacion de los dtomos de carbono en la mescalina.

Tabla 13. Desplazamientos quimicos, 8 (ppm), de los dtomos de carbono de la mescalina en

DO

N° de 4tomo de Carbono Tipo de Carbono

(ppm)

32,99 C-1 CH> (secundario)
40,45 C-2 CH: (secundario)
56,01 C-3 CH3 (primario)
60,84 C-4 CH3 (primario)
106,25 C-5 CH (terciario)
133,51 C-6 C (cuaternario)
135,60 Cc-7 C (cuaternario)
152,61 C-8 C (cuaternario)

¢) Conclusién
Los espectros DEPT — 135 y Desacoplamiento de proton de banda ancha
presentados corresponden a lo esperado para la estructura de la mescalina. Ademads,
existe correspondencia para nuestro compuesto y aquellos publicados en la bibliografia
(ver Tabla 4, Pag. 26).

Observacioén.- Un espectro de RMN'>C similar, pero de menor resoluci6n, fue obtenido
en el ICSN — CNRS de Gif Sur Yvette (Francia), gracias a la colaboracién del Dr. B.
Delpech, durante la visita que realizé el Dr. V. Reyna en el mes de setiembre del 2013
(Ver Anexo 12).



Espectro RMN DEPT 135
" Equipo: Bruker 500b

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo
- Fecha: 30 de mayo del 2013

Concentracién: 10mg/600uL D;O
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Espectro 4. Espectro DEPT — 135 (500 MHz) del sulfato de mescalina dihidratado en DO obtenido a partir del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana)
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Espectro RMN 1C

Equipo: Bruker 500b

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo
Fecha: 30 de mayo del 2013
Concentraciéon: 10mg/600uL DO
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Espectro 5. Espectro RMN'3C (500 MHz) del sulfato de mescalina dihidratado en D,0 obtenido a partir del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana)
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Espectro de IR (Anexo 13)

Condiciones de trabajo

Equipo: Espectrofotometro Infrarrojo Shimadzu FTIR
Laboratorio: Electromédica Peruana S. A. (EMPESA)

Operador: Quim. Jorge Muiiante F.

iv. Fecha: 07 de diciembre del 2012
v. Concentracién de la muestra: 0,36 mg de sulfato de mescalina dihidratado. Se preparé
' una pastilla que contiene la muestra en bromuro de potasio KBrs).
b) Caracteristicas del espectro
vl (em™): 3437, 2943, 2837, 1633, 1589, 1514, 1470, 1423, 1337, 1304, 1242, 1188,
1128, 1082, 995, 831, 777, 673, 619, 528, 463.
¢) Andlisis del espectro
Tabla 14. Bandas caracteristicas del espectro IR del sulfato de mescalina dihidratado
Banda vl (cm?) Modo vibracional
A 3437 Estiramiento N-H (NH3)
C 2943 _ Estiramiento C-H (CHa, -OCH3)
F 1633 Flexién N-H (NHZ) simétrica
H 1589 Estiramiento anular C-C
J 1514 Flexién C-H (O-CHz3) simétrica
LM 1470, 1423 Estiramiento C-H (CHz2, -OCH3) simétrico
Estiramiento anular C-C
Estiramiento C-H (CHz, -OCH3) simétrico,
N 1337 Estiramiento anular C-C,

Estiramiento C-O-C simétrico

N’ 1304 Aleteo (wag) C-H (CH>»)

Estiramiento C-O-C asimétrico

o, P 1242, 1188 Estiramiento S-O (S037)
Aleteo C-H (-OCH3)
Q 1128 Estiramiento C-O-C simétrico

R 1082 Aleteo C-H (CHy)
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(... continuacién de la Tabla 13. Bandas caracteristicas del espectro IR del sulfato de

mescalina dihidratado)
Banda - vlem?) Modo vibracional

T ' 995
U 831 " Aleteo y torsién C-H anular
\% 777
w 673 Aleteo S-O (S0%™), Aleteo y torsién C-H anular
X 619 Tijereteo (scissoring) C-C anular en el plano
Y 528 Aleteo, torsién C-C anular fuera del plano
Z 463 Deformacién del anillo aromético

d) Conclusiéon
Las bandas caracteristicas del espectro IR obtenido corresponden a lo esperado
para los grupos funcionales presentes en la mescalina. Ademas, existe correspondencia

para nuestro compuesto y aquellos publicados en la bibliografia (ver Tabla 5, Pag. 31).

6. Espectro de UV (Anexo 14)
a) Condiciones de trabajo
i. Equipo: UV - Visible Spectrophotometer Shimadzu UV - 2450
- ii. Laboratorio: The Yan Lab at the Department of Chemistry, Yale University, USA.
iii. Operador: Pedro A. Baldera Aguayo
iv. Fecha: 18 de abril del 2013
v. Concentracién de la muestra: 1 mg/mL Etanol al 80 % en agua
b) Caracteristicas del espectro
Amix: 269 nm correspondiente a una transicion electrénica 1 — n* (200 — 400 nm).
¢) Analisis del espectro
El maximo de absorcion obtenido es analogo a aquellos reportados por Mills, T.,
et al. - 20062, Flores — 2000! y Salomon & Bina — 1946 (ver Sec. A. 4., ¢), Pag. 34),
Tkan — 1991%” y Becker — 1985% (ver Anexo 2).
d) Conclusion
Existe correspondencia entre el espectro UV obtenido para nuestro compuesto y

aquellos publicados en la bibliografia (ver Tabla 6).
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RESULTADOS

1. A partir de 100 g de la corteza del tallo, seca y pulverizada, del cactus “San Pedro
Macho” (Echinopsis peruviana) se obtuvo mediante extraccién por solventes y particion
liquido - liquido 4,74 g de Extracto Bruto de Alcaloides. Su purificacién mediante la
formacion del sulfato de mescalina dihidratado proporciond 137,77 mg de un sélido
cristalino de color blanco.

La caracterizacién de dicha sustancia se realiz0 mediante su punto de fusion
(P. f. 184 °C), el anélisis porcentual de elementos (C 47,31 %; H 7,07 %; N 5,08 %;
O 34,77 %; S 5,73 %), y sus espectros de masas, RMN'H, RMN*C, IR y UV;

correspondiendo todos ellos a los valores y caracteristicas referidas en la bibliografia.

2. El andlisis cualitativo de los metabolitos secundarios o “marcha fitoquimica” presentes
en el cactus, de acuerdo a Rondina & Coussio — 1969°, indica que contiene:
Aminogrupos primarios y/o secundarios (++), grupos fenélicos libres (+), triterpenoides

y/o esteroides (+), alcaloides (+++), catequinas (+).

3. El andlisis cuantitativo del total de alcaloides contenidos en la corteza de los tallos del
cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana), mediante el procedimiento de la European
Pharmacopoeia 5.0 — 2005%? proporciona 0,19 %. Este valor se encuentra comprendido
en el rango de porcentajes de alcaloides para el “San Pedro Macho™ publicados en la
bibliografia (ver Tabla 1, P4g. 8).
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CONCLUSIONES

1. A partir de la corteza de los tallos del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana) se aislé
la mescalina como su sal, el sulfato dihidratado, el cual ha sido identificado mediante su
punto de fusién, andlisis elemental de sus elementos, espectros de masas, RMN'H,
RMN!C, IR y UV, y la comparacién de éstos con lo publicado en la bibliografia.

2. Se realizb el anélisis cualitativo de los metabolitos secundarios o “Marcha Fitoquimica”
presentes en el cactus, de acuerdo a Rondina & Coussio — 1969, logrando verificar la
presencia de: Aminogrupos primarios y/o secundarios (++), grupos fendlicos libres (+),

triterpenoides y/o esteroides (+), alcaloides (+++), catequinas (+).

3. Se realizo el analisis cuantitativo del total de alcaloides contenidos en la corteza de los
tallos del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana), segin el procedimiento de la

European Pharmacopoeia 5.0 — 200552, habiendo obtenido 0,19 %.



IV. RECOMENDACIONES



L

93

RECOMENDACIONES

El proceso de secado del cactus completo (corteza y pulpa) a bajas temperaturas,
40 -50 °C, resulta un proceso lento, por lo que se requiere disponer de estufas amplias,
que actualmente no disponemos, y mejor atin adquirir equipos de liofilizacion para el
secado de muestras sélidas, en los cuales las condiciones de bajas temperaturas y presion
son ideales para el secado de productos naturales, pero que su alto costo impide su

adquisicién en nuestro laboratorio.

~ La determinacién cuantitativa del contenido de mescalina en cactus se puede realizar por

diferentes métodos de alta sensibilidad, como la Cromatografia Liquida de Alta
Performancia (HPLC). Para ello es necesario contar con estdndares de grado de pureza
HPLC y con el equipo de HPLC, el cual es demasiado costoso para poder ser adquirido

en nuestro laboratorio.

Durante el proceso de extraccion solido — liquido se pueden formar emulsiones dificiles
de resolver por los métodos clésicos como: variacién de pH, filtracién al vacio, adicién
de sales solubles, etc. En cambio, si se cuenta con acceso a un equipo de ultracentrifuga,
este debe de ser empleado para resolver la emulsién de forma rapida y sin pérdidas

cuantiosas de solvente, a diferencia del empleo de los métodos clésicos.
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ANEXO 1
Espectros IR de mescalina (base libre) y clordhirato de mescalina
i. Khan, J., et al. —2012%
Muestra el espectro infrarrojo (IR) para el clorhidrato de mescalina, indicando las

bandas de absorcion mas caracteristicas del compuesto en las regiones de
3000 - 3500 cm'y 1500 - 2200 cm™, tal como se muestra en la Figura 28.

st Tranemittance
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Figura 28. Espectro FTIR del clorhidrato de mescalina (Khan, J., et al., 2012).

ii. Cjuno, M., et al. — 2009®
Proporcionan el espectro IR del clorhidrato de mescalina aislado del cactus T.
puquiensis recolectado en la localidad de Chavifia, provincia de Lucanas, departamento

de Ayacucho (a 3200 m.s.n.m.) en febrero del 2008.

100 i-cravifez

90 4

a0 £

70

—_—

60

%Transmeancia

50 4

40

30

4000 3500 i 3000 2500 2000 1600 1000 500 |
i Niimero de Ondas (cm-1)
: Hors A o

Figura 29. Espectro IR del clorhidrato de mescalina proveniente de la muestra de
Chavifia en Ayacucho. La sefial a 2000 cm™ se debe a la presencia de COz (Cjuno, M., et
al., 2009).
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iii. Mills I, T., et al. — 200623
Proporciona el espectro infrarrojo (IR) para el clorhidrato de mescalina. En este
espectro aparecen las bandas de absorcién més caracteristicas del compuesto: 1590 (A),
1245 (B), 1125 (C) y 998 cm™ (D) (ver Figura 30).
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Figura 30. Espectro FTIR del clorhidrato de mescalina (Mills III, T., et al., 2006).

iv. Recommended Methods for Testing Peyote Cactus — 198928

Reporta los picos caracteristicos de los espectros infrarrojos de distintos
compuestos de mescalina: base libre, sulfato y clorhidrato: 1591, 1513, 1245, 1130, 995,
853y 670 cm’!.

Becker — 198528

Proporciona el espectro IR del sulfato de mescalina en KBr, tal como se muestra

I=

en la Figura 31.
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Figura 31. Espectro IR del sulfato de mescalina en KBr (Becker, H., 1985).
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vi. Lum & Lebish —1974%

Proporciona el espectro IR de la mescalina en solucién de CHCIs obtenido a
partir de 2 g de muestra de Peyote.
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Figura 32. Espectro IR de la mescalina en CHCI3 (Lumph, P. and Lebish, P., 1974).
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Anexo 2
Espectros uv del sulfato de mescalina dihidratado
i. Ikan—-1991%
Reporta que los méximos de absorcion del suifato de mescalina son 264, 266 y
269 nm.
ii. Becker —1985%°
Muestra el espectro UV del sulfato de mescalina en 4cido sulfiirico 0,5 N, de

donde se obtuvo el maximo de absorcion a 268 nm.

A
=L £ LT R
22 . .
! 15 Mol 1
£ 1
-
%i@
‘E 1
<
Fed 8
288 2 - =] § -l 320

Figura 33. Espectro UV del sulfato de mescalina en H2SO4 0,5 N (Becker, H., 1985).
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Sintesis de mescalina
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a) Sintesis 13.- Método de Rose-Munch, F., et al. — 200032

i.  Sintesis del Anién (n’~ciclohexadienil) cromo

3,4,5-trimetoxifenilacetonitrilo

e
o
~ / Cr(CO)3
/ . THF/HMPA**
+ LlCHzCN(SOl) 78°C. 2 h -
\o \ .
o
e (sol) ] (soD)
‘(n6-1,2,3-trimetoxibenceno) cromo* Anién (n®-ciclohexadienil) cromo
* Sintetizado segin Ref. 53 — 55.
** HMPA: Hexametilfosforamida (Hexamethylphosphoramide). Solvente para
compuestos organometalicos e ideal para las reacciones de liticiacion.
ii. Sintesis del 3,4,5-trimetoxifenilacetonitrilo
~ ulE
o
e oN
THF
+ I2(501) >
-78°C, 10' \o
ji. T.amb., 12k
iid, Bter - NaS;04s0) o
| ] (soh) 86 % e (s)

Anién (n*-ciclohexadienil) cromo 3,4,5-trimetoxifenilacetonitrilo
iii.  Sintesis del clorhidrato de mescalina

o o

~ CN pd
\ + L1A1H4(sol) Reflujo, 2 h \ NH,HCI
o ii, Acetato de etilo o
(sol) iiL. HCl,e), MeOH ®)
P 80 % _°
Clorhidrato de mescalina

P.f.=181°C



b) Sintesis 14.- Método de Chandrasekhar & Sridhar

i.  Sintesis del derivado de la clorometiltriazina

N
Xy
DMF/K,CO
+ BrCH,Cligg 230
25°C, 2 dias
63 %
(sol)

 1H-naftol-{1,8-de]-1,2,3-triazina

107

- 200056
CH,CI
N ®
Xy

s)

Derivado de 1a clorometiltriazina
P.f=153-155°C

ii.  Sintesis del Alcohol naftotriazinilbencilico
gH
Mg * o H
0 é ne” o h e
lCl\ ) /N\ N e - N\
H N7 Ty . o N7 Ty
> 1. THF
" ﬁ T.amp,lb o
i, Ultrasonido (35kHz)
) (sol) 88 %
o (sol)
. ) L p, ()
3,4,5-rimetoxibenzaldehido Alcohol naftotriazinilbencilico
(* ) se forma a partir de:
CH,CI
N ®
©
Xy
+ Mg(s)
(sob)

Derivado de la clorometiltriazina

Sintesis de la mescalina

.gH
: NH; NH,
(2] 0.
e N P
Ny Pd-C/Etanol .
+H
3 2(g) T.amp., P=1atm,24h ~ NH,
~ 82% o © ©
o
/
b 1,8-diami fial
i ,8-diaminonaftaleno
Alcohol nafiotriazinilbencilico Mescalina



¢) Sintesis 15.- Método de Soderqusit, J., et al. — 2006
i.  Sintesis del 2-(3,4,5~trimetoxifenil)-1,3—dioxolano

108

)

I

o c 0. 0

s o, /
HO, i. Acido p-toluenosulfénico

~ b NN - >N\

(o] ii. Reflujo (¢)

jii, T. amb., NaHCO,
(sol) . > (ac)
0 (sol) iy, Pentano, KZCOS(s) /O )

n%

3.4,5-trimetoxifenilacetofenona Etilenglicol

ii.  Sintesis del 2-(3,4,5-trimetoxifenil)}-1—etanol

e

0 0
/
i Tolueno/N,
+8-BBN-H* -
\0 (soD) Reflujo, 18 h
i, T.amb.,
P (sob  EtanolNaOH g 3 M
i, H,05) 10M
2-(3 4,5-trimetoxifenil)-1,3-dioxolano iv. Reflujo, 2 h
y. T.amb., NaCl(ac)
76 %
*Donde 9-BBN-H,9-borabiciclo(3.3.1)nonano, es:
H

A

3

ili.  Sintesis del 5~(2—-azidoetil)}-1,2,3~trimetoxibenceno

O
P
0\ /0 Trietilamina/CH,Cl,
oH + 5
o SN T.amb, 12h
HC cl 96 %
/O (sol) o
2-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-etanol
(0]
e
O N DMF o
~o O\S// 30D 0°C,2h
92 %
‘ /J NcH, ?
o
_A° ®

\

/

\

/

2-(3,4,5-trimetoxifenil)-1,3-dioxolano

\ OH

& ®

~

2-(3,4,5-trimetoxifenil)-1-etano!

O,
(o]
o °\S//
o// e,
°
N \N ®
~R
_° ®)

5-(2-azidoetil)-1,2,3-trimetoxibenceno
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iv.  Sintesis de la mescalina

o, o
~ ~
N . NH
N @ : i Fter NG 2
- g A 30 min = ©
o ii. HZOG), HZSO,,(“) 5% o (S)
P (sol) iii. NaOH) conc. e
53% '

5-(2-azidoetil)-1,2,3-trimetoxibenceno Mescalina
. P.f=32-34°C
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Anexo 4

Marcha fitoquimica (Reyna —2012) -

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

La marcha mitoquimica propuesta por Rondina & Coussio — 1969 se basa en el

fraccionamiento de un extracto metanélico de la muestra vegetal estudiada en diferentes

solventes y la identificacién de los tipos de principios activos presentes en cada uno de

ellos mediante reacciones de coloracién y/o precipitacion.

A. OBTENCION DE LAS FRACCIONES

1

i

ii.

il

il

iii.

il

‘Fraccién (a)

En un balon de 100 mL se coloca en maceracion 5 g de muestra seca y pulverizada

con 50 mL de metanol, durante 20 horas a temperatura ambiente.

Luego, la mezcla se somete a reflujo durante 4 horas; se filtra en caliente, a través de
un papel de filtro “rapido”, lavando el residuo sobre el papel de filtro con metanol.

El extracto metanoélico se coloca en una fiola de 50 mL y se completa a la marca.

“Se separan 5 mL del extracto, lo que constituye la fraccién (a). Se descarga el

residuo sélido.
Fraccion (b)

El resto (45 mL) de la solucién anterior se lleva a sequedad en el rotavapor.

El residuo obtenido se extrae con 10 mL de &4cido clorhidrico HCl@c) al 1 %,
calentando ligeramente (50 °C), y se filtra sobre papel de filtro lento. Esta operacion
se repite en las mismas condiciones con 5 mL de 4cido clorhidrico HCl(a) al 1 %, a
50 °C. Las soluciones 4cidas se reciben en un Erlenmeyer de 50 vay se guarda para
ser utilizados posteriormente (ver Sec. 3. i.)

El residuo sélido se disuelve en 5 mL de cloroformo, con ayuda de calor (50 °C) y
fuerte agitacion, y luego se filtra a través de un embudo pequefio utilizando papel de
filtro “lento”. El liquido filtrado se seca con sulfato de sodio anhidro, obteniéndose
1a fraccion (b). El residuo sélido se descarta.

Fracci6n (¢)

La solucién 4cida obtenida en 2. ii, se basifica con amoniaco NH3ac) 7,5 N hasta

pH 9-10.

Luego, se extrae con cloroformo (2x25 mL). La parte acuosa se guarda para

tratamiento posterior (ver Sec. 4.i.)
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iv.

ii.
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La fase cloroférmica se lava con 10 mL de agua destilada. Se retine el agua del

lavado con la fase acuosa obtenida en la etapa anterior (ii).

La fase cloroférmica se seca con sulfato de sodio anhidro y se filtra “rapido”. El

filtrado constituye la fraccion (c).
Fraccién (d)

La fase acuosa bésica obtenida en la seccién anterior (ii y iii) se semisatura con
sulfato de sodio (0,1 g de sal anhidra por mL de soluci6n) y se filtra “rapido”. Se
extrae con cloroformo:etanol (3:2) (2x25 mL). Guardar la fase acuosa (ver Sec. 5)
La fase organica (50 mL) se lava con una solucién semisaturada de sulfato de sodio
(1 g de la sal anhidra en 10 mL de agua destilada). El lavado acuoso se guarda junto
con la obtenida en la etapa anterior.

La fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se filtra rapido, obteniéndose
la fraccion (d). |

Fracci6n (e)

Las fases acuosas obtenidas en la seccion precedente (i y ii) constituyen la fraccion
(e).

Fraccién (f)

En un tubo de ensayo limpio y seco (de 18x160 mm), se coloca 1 g de muestra seca

y pulverizada y 10 mL de agua destilada; se agita la mezcla y se calienta en un bafio

de aceite durante 10 — 15 minutos.

Se filtra en caliente a través de papel de filtro rdpido y se completa a 10 mL, dejando

enfriar a temperatura ambiente. Esto constituye la fraccion (f).

PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Aminogrupos primarios o secundarios (Prueba de ninhidrina)
Nota.- Se realiza sobre las fracciones (a) y (f).

Tomando cuidado de no tocar la parte central con los dedos, se preparan tres trozos
de papel de filtro “lento” de 2x3 de longitud, y se los dispone sobre una placa de
vidrio. Luego con ayuda de una pipeta Pasteur se coloca, en el centro de cada uno,
una gota de las siguientes muestras: fraccion (a), la fraccién (f) y agua destilada
(sirve como referencia). Los tres papeies con sus respectivas muestras se dejan secar

a temperatura ambiente.
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Luego se agrega 1 gota de la solucion de ninhidrina al 0,2 % en etanol sobre la parte

central de cada uno de los tres papeles anteriores.
Los tres papeles se colocan durante 30 minutos dentro de una estufaa 110 — 120 °C.

Observacion e interpretacion de resultados: La preséncia de un color violeta sobre

el papel indica prueba positiva.
Grupos fendlicos libres (Prueba con reactivo fén"ico)
Nota.- Se realiza sobre la fraccion (a).

El resto de la fraccién (a) (aproximadamente 5 mL) se lleva a sequedad en el

rotavapor en un balén de 200 mL.

El residuo se disuelve en 0,5 mL de agua destilada y se filtra (si es necesario) a
través de un embudo pequefio utilizando papel de filiro “lento”; se reciben los

filtrados (“solucién a”), en un tubo de ensayo (13x100 mm).

Se coloca dos gotas de la “solucién a” en una luna de reloj (¢ = 75 mm); luego, se

adiciona 1 gota de la solucion de cloruro férrico al 1 % y se mezcla.

Observacion e interpretacion de resultados: En caso de prueba positiva se

observara un color azul o verde.
Taninos (Prueba de la Gelatina)
Nota.- Se realiza sobre la “solucién a” obtenida en la seccion precedente (2.ii)

Se colocan 4 gotas de “solucion a” en una luna de reloj (¢ = 75 mm); y se adicionan
dos gotas de la solucién de gelatina al 0,5 %. Se realiza la misma operacion con dos
gotas de agua destilada como referencia. Conviene realizar esta prueba sobre un

fondo negro u oscuro para una mejor observacion del resultado esperado.

Observacion e interpretacién de resultados: La presencia de un precipitado blanco

nos indicara que la prueba es positiva.

Flavonoides (Reaccion de Shinoda) (excepto chalconas, dihidrochalconas,

auronas, catequinas ¢ isoflavonas)

Nota.- Se realiza sobre la fraccion (d) y (e).

Tratamiento de la frécci(m (d)

La fraccién (d) se coloca en un balén de 100 mL y se lleva a sequedad.

Sobre el residuo se agrega 2,5 mL de etanol agitdndose hasta disolucién, dentro de
un “bafio Maria” a 50 °C. Luego se filtra a través de un embudo pequefio y papel de
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filtro “lento”, recibiéndose el filtrado en un tubo de ensayo (13x100 mm). Esto

constituye la “solucién d”.

En un tubo de ensayo (13x100 mm) limpio y seco se colocan 3 gotas de la “solucién
d”, 2’mL de agua destilada, 1 mL de HCl(a) 12 N y limaduras de magnesio. Se agita

'y luego se deja en reposo durante 5 minutos.

Se adicionan 6 gotas de alcohol amilico y se agita; luego, se deja en reposo y se

observa la coloracion de la fase amilica.

Tratamiento de la fraccién (¢)

. Se emplean directamente 2 mL de la fraccion (e) y se sigue lo indicado en las etapas

iii y iv precedentes.

Observacion e interpretacion de resultados: La presencia de un color rojo o

rosado en la fase amilica nos indicard una prueba positiva.
Triterpenoides y esteroides (Reaccién de Licbermann — Burchard)

Observacion.- El color y su intensidad varian de acuerdo a la estructura del

compuesto, y hay algunos compuestos que no desarrollan color.

Nota.- Se realiza sobre las fracciones (b), (c), y la “solucion d” (corresponde a la

fraccion (d), ver 4. a. ii)

Tratamiento de las fracciones (b) y (¢)

. Se separan 4 mL de la fraccién (¢) y se llevan hasta sequedad. Luego se disuelve con

cloroformo (0,2 mL). Esta solucion la denominaremos “solucién c”.

En una placa de toque se colocan en posiciones diferentes, 2 gotas de la fraccién (b)
y de la “solucidn ¢”, respectivamente. Luego, se agregan 2 gotas de anhidrido acético

sobre ellas y se mezcla bien.
Seguidamente se adicionan 2 gotas de 4cido sulfirico concentrado.
Tratamiento de la “solucion d”

Se colocan 5 gotas de la “solucién d” (ver Sec. 4. a. ii) en un tubo de ensayo
(7x60 mm) y se lleva a sequedad en el rotavapor. El residuo se disuelve en 2 gotas de

cloroformo. Luego se siguen las etapas ii y iii precedentes.

Observacion e interpretacion de resultados: La formacion de anillos de color

naranja, azul o verde nos indicara prueba positiva.
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. Naftaquinonas y antraquinonas, antronas o antranoles (Reaccion de

Borntriiger)
Nota- Se realiza sobre la fraccion (b).

El resto de la fraccién (b) se dispone en un tubo de ensayo (13x100 mm), se afiade
5 mL de hidréxido de sodio al 5 % y se agita.

Observacidn e interpretacién de resultados: La presencia de un color rosado nos

indicara prueba positiva.
Alcaloides (Test de Dragendorff, Mayer y Wagner)

Nota.- Se realiza sobre la fraccion (c) y la “solucion d” (correspondiente a la

fraccion (d), ver 4. a. i),

Tratamiento de la fraccion (c)

. El resto de la fraccidn (c) se lleva a sequedad.

Luego se extrae con 2,5 mL de 4cido clorhidrico HCl@c al 1 %, calentando

ligeramente (50°C). Se filtra si fuera necesario.

De la solucién 4cida obtenida, se disponen 3 gotas por separado, en dos lunas de
reloj (¢ = 75 mm) y se adiciona en cada caso 2 gotas de los reactivos de DragendorfT,

Mayer y Wagner, respectivamente.

Tratamiento de la “solucién d”

. Se dispone 5 gotas de la “solucién d” en un tubo de ensayo (7x60 mm) y se lleva a

sequedad. El residuo se disuelve en 4 gotas de 4cido clorhidrico HClg) al 1 %.

Se filtra a través de papel filtro “lento”; se reparte el filtrado en dos lunas de reloj y

se adiciona los reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner, respectivamente.

Observacién e interpretacion de resultados: La formacién de un precipitado

naranja y crema, respectivamente nos indicard prueba positiva.
Leucoantocianidinas y catequinas (Reacciéon de Rosenbeim)

Nota.- Se realiza sobre la fraccién (e) y la “solucién d” (correspondiente a la

fraccidn (d), ver 4. a. ii).

Tratamiento de la “solucion d”

. En un tubo de ensayo (13x100 mm) se colocan 3 gotas de la “solucién d” y 2 mL de

. agua destilada.

Luego se adiciona 1 mL de 4cido clorhidrico concentrado HClc) 12 N.
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iii. Se agita y se calienta en “bafio Maria” durante 10 minutos.
iv. Se deja enfriar la mezcla; luego se adicionan 6 gotas de alcohol amilico y se agita.
v. Después de dejar reposar la mezcla se observa la fase amilica.
b) Tratamiento de la fraccion (e)
| Para el caso de la fraccion (e) se emplea 2 mL y se siguen los pasos ii, iii, ivy v.

Observacién e interpretacibn de resultados: La presencia de color rojo
(leucoantocianidinas) o marrén (catequinas) en la fase amilica nos indicara prueba

positiva.
9. Saponinas (Prueba de la Espuma)
Nota.- Se realiza sobre la fraccion (f).

i. Se coloca 1 mL de la fraccién (f) en un tubo de ensayo (13x100 mm) y se agita
durante 15 segundos. Luego se deja en reposo por 15 minutos, al cabo de lo cual se

mide la altura de la espuma.

Observacion e interpretacion de resultados: Si después de los 15 minutos de

reposo la altura de la espuma es mayor o igual a 5 mm, nos indicaré prueba positiva.
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Anexo 5
Analisis cualitativo para la deteccion de alcaloides presentes en plantas
(Reyna — 2012)

Para la deteccion de alcaloides presentes en plantas se utilizan muchos reactivos

de precipitaciéon 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 4cido

clorhidrico o sulfiirico 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 Dragendorff.

A. TEST DE MAYER

ii.

iii.

iv.

Este reactivo da con casi todas las soluciones de alcaloides, precipitados de color
blanco, blanco amarillento, o amarillo limén claro. Los precipitados son
cristalizables. Es 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 cantidades).

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

Se filtra la solucidn etandlica, a través de papel filtro “rapido” y un embudo de vidrio
pequefio, recibiéndose los filtrados en un tubo de ensayo seco de 18x150 mm.

Se concentra la solucién etanélica a sequedad. Para esto hay tres alternativas:

- Utilizando “bafio Maria” |

- Utilizando el rotavapor

- Utilizando un “mechero de bolsillo”

Una vez seco, se deja enfriar y sobre el residuo se agrega de 2 a 5 gotas de una
solucion de 4cido clorhidrico al 2 %. Se agita el tubo de manera de disolver todas las

particulas solidas.
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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.

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 precipitacién de un sélido blancuzco o amarillento lechoso indica la presencia de
alcaloides.

Si no hay cambio en la apariencia de la solucién esto indicard la ausencia de

- alcaloides.

Reactivo de Mayer
Se disuelven 1,36 g de cloruro de mercurio (II) HgCl, en 60 mL de agua y 5 g de
yoduro KI en 10 mL de agua. Se juntan las dos soluciones y se afora a 100 mL.

. TEST DE DRAGENDORFF

Este reactivo da con los alcaloides, en soluciones débilmente aciduladas con dcido
sulfirico, precipitados de color rojo o anaranjado, amorfos, poco estables y
cristalizables.

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(NO3)3'5H20 en 20 mL de
acido nitrico HNOs concentrado (d = 1,18 g/mL), y 27,2 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.
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ANEXO 6
“San Pedro Macho” (Echinopsis peruviana) y “San Pedro Hembra” (Echinopsis

pachanoi)

Referencia.- Ostolaza Nano, C. “101 Cactus del Perd”, 1ra Ed., Ministerio del
Ambiente, 2011, Pp. 120 - 123.

1. “San Pedro Macho”

Echinopsis peruviana

(Britton & Rose) Friedrich & Rowley

“Se diferencia de E. pachanoi (San Pedro

Hembra) en tener fuertes espinas...”

Cuerpo erecto al inicio, a veces se arquea
y cuelga de los riscos, llega a 5 m de largo,
azul — verdoso, de 6 a 15 cm de diametro;
4 a 8 costillas anchas y redondeadas; 10
espinas desiguales de 4 cm de largo.
Flores infundibuliformes, blancas,
fragantes, 22 a 25 cm de largo. Fruto de 5
cm de largo y didmetro, verde,

redondeado, dehiscente.

Se encuentra en toda la Regién Lima, de
Cajatambo a Cafiete de 2000 a 3000

m.s.n.m.




2. “San Pedro Hembra”

Echinopsis pachanoi

(Britton & Rose) Friedrich & Rowley,
10S Bull. 3(3), 96, 1974

Nombre comin: “San Pedro”

Planta arbérea, 3 a 6 m de alto,
ramas numerosas azul — verdoso, 6 a
8 costillas, anchas y redondeadas,
con depresién transversal sobre las
areolas, espinas  generalmente
ausentes o escasas, pequefias, 1 cm
desiguales, amarillo — marrén. Flor
de 23 cm de largo, blancas, con pelo

negro.

Distribucién: Descrita en Cuenca,
Ecuador, 2000 - 3000 m.s.n.m.;
llega a Huancabamba, Piura;
Quebrada Santa Cruz, Cordillera
Blanca, Ancash, 3300 m.s.n.m.
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Anexo 7

Resultados de la marcha Fitoquimica del cactus “San Pedro Macho” (2008)

RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR

Muestra (Nombre com(n y fcientiﬁcé), : San Pedro Macho (Echinopsis peruvianus)

Procedencia : Yauyos
Cantidad de fa muestra : 5 g {Corteza)
Fecha de Anélisis 12~24 0ct.2008
Analista ‘Marcelo Bazén {Sup. Elena Céndor C.)
Tesis 2 .
{ . ‘ ] I Resultados | Observaciones{colorde
P’;?,ba Principio Activo 2‘;:?:;:: Fraccién o soluclones ylo
o ' n N ' ¢ | -precipitados)
Aminogrupos a |  + i Mancha violeta
o1 primarios ylo Ninhidrina , —
- secundarios : # : ‘Mangcha vidleta
02 Gmpc;%frgnbhoos | Clourofémico | a +* Coloracién verde
ibras : 1 3
03 Taninos Gelatina | a - i Ausencia de precipitado
b | + | Coloracionverde intenso
Voo Reaccitn de —
04 Tgmssy Liebermann c - - Ausencia de coloracién
‘ Burchard ‘
_ _ d - Ausencia de coloracion
Quinonas, anfronas |  Reaccion de , ’ , : I
05 0 antranoles Borntrager b o | Pusencia de coloracibiv
Reaccion de T +++ Precipitado abundante
Draggendorff d . Precipitado abundante
= » , € 44 Precipitado abundarite
06 |  Acaloides Reactivo de - '
ver d +4 Precipitado
| Reactivo de c § e Precipitado
Wagner ] - | Precipitado
. ‘Lgut?oantqcian'gdjnas‘ ' Reaccion de d - Ausgpcia dg coloracién
07§ {rojo), catequinas Rosembeim
o {marr6n) ‘ ® ++  IFaseamilica de color mamon
: Flavonoides | : ; . .
08 | €xcepto chalconas, | Reaccién de d -} Coloraciin amarila
auronas, catequinas Shinoda 1. T .
@ isoflavonas e - ' Coloracion amarila
: ' . Pruebadela | * ; o e
09 Saponinas - espuma i f - | | Ausencia de espuma

{*} “Convencion: Abundarnte {+++), reguiar (++}, poco (+), negaﬁvl‘b(a)

Para aminogrupas 'y triterpenos-estervides, la observacién macroscdpica del color de Ia prueba no guarda
relacidn con la cantidad de sustancia presente.

‘RESUMEN DE RESULTADOS:

L

CONTIENE.- Amino grupos primarios y/o secundarios, grupos fendlicos fibres,
catequinas, triterpenos y esteroides y alcaloides
NO CONTIENE.-Taninos, quinonas, antronas 0 aniranoles, leucoantodianidinas,
flavonoides y saponinas.

P 0 W > i . "’ 5, ] = 2
Fgoha delinforme:  1.Dic.2008  Nombre: Quim. ElenaCéndorC.  Fima: uéu;’t-(-ﬂ’;gj'_“__l’,ﬁ
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Resultados de la marcha Fitoquimica del cactus “San Pedro Macho” (2013)

Clase de Producto Pruebas de
coloracion o .. | Resultades | Observaciones
Natural e Fraccion
precipitacién *)
++ Mancha violeta
Aminogrupos primarios o Ninhidri a
secundarios fndrina P ++ Mancha violeta
+ Coloracién verde
Grupos fenolicos libres Cloruro férrico a clara
) Ausencia de
Taninos Gelatina precipitado
., Ausencia de
. Reaccién de d - .
Flavonoides excepto . coloracién
Shinoda ;
chalconas, auronas . ) Ausencia de
catequinas e isoflavononas coloracién
: + Coloracién
b anaranjada — 4ambar
' Reaccion de ) Ausencia de
Triterpenoides y/o Liebermann c coloracién
esteroides Burchard ) Ausencia de
d coloracién
Quinonas, antronas o Reaccién de ) Ausencia de
~ antranoles Borntrager b coloracion
: .t Pre01p1tado. de color
. c anaranjado
Reactivo de Precipitado de color
Dragendorff ++ p .
d anaranjado
. e Prempl(t;;lrc;l ;le color
Alcaloides Reactivo de Precipitado de color
Mayer ++
d crema
—t Prec1p1:cado de color
. c anaranjado — crema
Reactivo de —
W Precipitado de color
agner ++ .
d anaranjado — crema
) Ausencia de
L ntocianidi d coloracién
eucoa(n q(c:’l)anl mnas Reaccion de Fase amilica de
\0J0), . Rosenheim + color pardo —
Catequinas (marron) e
marrén
Prueba de la .
. - Ausencia de espuma
Saponinas espuma f

(*)

Convencion (+++) abundante; (++) regular; (+) poco, (-) negativo.
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Aliexo 9

Analisis porcentual de carbono, hidrégeno, nitrégeno, oxigeno y azufre del

sulfato de mescalina dihidratado a partir del cactus “San Pedro Macho”

(E. peruviana) ICSN —_CNRS, Francia)
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Anexo 10

Espectro RMN'H (300 MHz) del sulfato de mescalina dihidratado obtenido a

)

’3

peruviana

partir del cactus “San Pedro Macho” (E.
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Anexo 11
Espectro RMN'3C (300 MHz) del sulfato de mescalina dihidratado obtenido a

)

peruviana

partir del cactus “San Pedro Macho” (E.

-
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Anexo 12
Determinacién del punto de equivalencia de la valoracién potenciométrica
(Ver Sec. F. Anélisis cuantitativo de alcaloides, Pag. 66)

Para obtener el punto final de la valoracién 4cido — base, se graficaron las curvas de la
primera derivada y segunda derivada, las cuales tienen la forma ApH/AV vs \—/ y A2pH/AV?

vs V'’ (Tabla 15), respectivamente, donde los puntos ApH/AV y V  se calcularon
tomando en cuenta dos valores de pH y volumen de base consecutivos, asi tenemos por

ejemplo para los dos primeros valores de la Tabla 15:

pH,-pH,  195-182

ApH/AV = = 0,26
V,-V, 0,50 - 0,00
v = V2-2|'\/1 _ 0,50;0,00 = 025

De igual forma se calculan los valores para la curva de la segunda derivada, donde los
puntos AZpH/AV? y V ’se calcularon tomando en cuenta dos valores de ApH/AV y volumen
medio de base consecutivos V , calculados para la curva de la primera derivada, asi tenemos

por ejemplo para los dos primeros valores AZpH/AV? y V> de la Tabla 15:

Asz/sz _ (Asz/AVZ) - (Ale/AVI) _ 0,30 - 0,26 - 8,00E—02
Vi, -V 0,75 - 0,25
v o= @ _ %‘_”Zﬁ ~ 0,50

Se toman como punto final al segundo punto méaximo de la primera derivada, y la
interseccién con el eje de abscisas de la derivada segunda, pues éste corresponde a la
valoracion completa del H2SOa, el cual se encuentra en exceso. Al observar estos puntos en

la Gréfica 1, el punto final se encuentra a 2,73 mL de NaOHac).

Los puntos finales para el resto de muestras se determinaron bajo el procedimiento ya
detallado (Ver Gréficas 2 - 6).
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Tabla 15, Datos de la curva de titulacion potenciométrica de la muestra M1 segun European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005

\'% 2 2
(mL) pH (mL) ApH/AV (L) ApH/AV
0,00 1,82 0,25 0,26 0,50 8,00E-02
0,50 1,95 0,75 0,30 1,00 2,00E-01
1,00 2,10 1,25 0,40 1,50 7,20E-01
1,50 2,30 1,75 0,76 2,00 3,76E+00
2,00 2,68 2,25 2,64 2,50 1,50E+01
2,50 4,00 2,75 10,14 3,00 -1,76E+01
3,00 9,07 3,25 1,36 3,50 -1,00E+00
3,50 9,75 3,75 0,86 4,00 2,00E-01
4,00 10,18 4,25 0,96 4,50 0,00E+00
4,50 10,66 4,75 0,96 5,00 -9,20E-01
5,00 11,14 5,25 0,50 5,50 -4,80E-01
5,50 11,39 5,75 0,26 6,00 -1,20E-01
6,00 11,52 6,25 0,20 6,50 -8,00E-02
6,50 11,62 6,75 0,16 7,00 -8,00E-02
7,00 11,70 7,25 0,12 7,50 0,00E+00
7,50 11,76 7,75 0,12 8,00 -8,00E-02
8,00 11,82 8,25 0,08 8,50 7,11E-15
8,50 11,86 8,75 0,08 9,00 -4,00E-02
9,00 11,90 9,25 0,06 9,50 7,11E-15
9,50 11,93 9,75 0,06
10,00 11,96




1 ' I 1 ’ I ' 1 i 1

i <>/
PV . ) o o PN o Foy
0= © o5 5

. .

| s | 1 N 1 i | i ]
i Potenciémetro PL — 700 PV

Lab.N °12 FC - UNI
B 29 de junio del 2013
[ Operador: Pedro A. Baldera Aguayo
- / \o——O-—O
O—-—O"‘Ozﬁ \0\0'—0'_0"*0—0“0-—'0—0—0

1 i 1 1 1 | 1 ] : 1

i Qer O GO0 =0 —0 =0 —=0—0
/0 -
- O
o7
VNaOH =2,73 mL

L. o.—o—~0"° O

| 1 1 [ 1 1 2 1 1 ]

0 2 4 6 8 10

Volumen NaOH (mL)
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Grifica 1. Curva de Titulacion Potenciométrica de la muestra M1 seglin European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005 (Ver Sec. F. Andlisis cuantitativo de alcaloides, P4g. 66).
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Tabla 16. Datos de la curva de titulacion potenciométrica de la muestra M2 seguin European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005

'V

vV,

2 2
@y P D) ApH/AV i) AZpH/AV
0,00 2,09 0,25 0,12 0,50 1,60E-01
0,50 2,15 0,75 0,20 1,00  1,20E-01
1,00 2,25 1,25 0,26 1,50  3,20E-01
1,50 2,38 1,75 0,42 2,00  4,40E-01
2,00 2,59 2,25 0,64 2,50  1,220E+00
2,50 2,91 2,75 1,24 3,00  1,59E+01
3,00 3,53 3,25 9,20 3,50  -1,32E+01
3,50 8,13 3,75 2,60 400  -2,60E+00
4,00 9,43 4,25 1,30 450  -920E-01
4,50 10,08 4,75 0,84 500  -4,00E-01
5,00 10,50 5,25 0,64 550  -3,60E-01
5,50 10,82 5,75 0,46 6,00  -3,60E-01
6,00 11,05 6,25 0,28 6,50  -8,00E-02
6,50 11,19 6,75 0,24 7,00  -1,20E-01
7,00 11,31 7,25 0,18 7,50  -8,00E-02
7,50 11,40 7,75 0,14 8,00  -4,00E-02
8,00 11,47 8,25 0,12 850  -4,00E-02
8,50 11,53 8,75 0,10 9,00  -4,00E-02
9,00 11,58 9,25 0,08 9,50  -4,00E-02
9,50 11,62 9,75 0,06
10,00 11,65
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E | Operador: Pedro A. Baldera Aguayo J
X L -
- 4
© i .
2 - \ -
R P 0\0\ 4
0 o—0—0—0""7 000 000—0—0—0—0 -
15 i 1 1 N 1 1 1 1 ] 2 |
———0—0
/O/o-——O“’o“"o“_o—"o 00
10 |- o /,o/o -
I ] o
z J
51 V., =327mL
o NaOH !
| c)__’0‘_—0’__0'__0,/0 4
o | 1 ] i ] 2 i 1 ] 1 |
0 2 4 6 8 10

Volumen NaOH (mL)

Griafica 2. Curva de Titulacion Potenciométrica de la muestra M2 seglin European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005 (Ver Sec. F. Andlisis cuantitativo de alcaloides, Pag. 66).
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Tabla 17. Datos de la curva de titulacion potenciométrica de la muestra M3 segiin European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005

V’

Vv 2 2
D) pH oy AV i A’pH/AV
0,00 2,08 0,25 0,24 0,50 8,00E-02
0,50 2,20 0,75 0,28 1,00 3,60E-01
1,00 2,34 1,25 0,46 1,50 8,00E-01
1,50 2,57 1,75 0,86 2,00 7,20E+00
2,00 3,00 2,25 4,46 2,50 6,60E+00
2,50 5,23 2,75 7,76 3,00 -1,34E+01
3,00 9,11 3,25 1,06 3,50 -5,20E-01
3,50 9,64 3,75 0,80 4,00 7,11E-15
4,00 10,04 4,25 0,80 4,50 -2,80E-01
4,50 10,44 4,75 0,66 5,00 -2,40E-01
5,00 10,77 5,25 0,54 5,50 -3,20E-01
5,50 11,04 5,75 0,38 6,00 -2,00E-01
6,00 11,23 6,25 0,28 6,50 -2,00E-01
6,50 11,37 6,75 0,18 7,00 -7,11E-15
7,00 11,46 7,25 0,18 7,50 -1,60E-01
7,50 11,55 7,75 0,10 8,00 4,00E-02
8,00 11,60 8,25 0,12 8,50 -4,00E-02
8,50 11,66 8,75 0,10 9,00 -4,00E-02
9,00 11,71 9,25 0,08 9,50 -4,00E-02
9,50 11,75 9,75 0,06
10,00 11,78
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Grifica 3. Curva de Titulacion Potenciométrica de la muestra M3 segin European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005. (Ver Sec. F. Anélisis cuantitativo de alcaloides, Pag. 66)
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Tabla 18. Datos de la curva de titulaciéon potenciométrica de la muestra M4 segun European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005

V.

\" 2 2

(mL) pH (L) ApH/AV (L) A“pH/AV
0,00 1,97 0,25 0,32 0,50 2,80E-01
0,50 2,13 0,75 0,46 1,00 9,20E-01

- 1,00 2,36 1,25 0,92 1,50 1,72E+01
1,50 2,82 1,75 9,54 2,00 -1,33E+01
2,00 7,59 2,25 2,90 2,50 -3,96E+00
2,50 9,04 2,75 0,92 3,00 -2,40E-01
3,00 9,50 3,25 0,80 3,50 -4,00E-01
3,50 9,90 3,75 0,60 4,00 7,11E-15
4,00 10,20 4,25 0,60 4,50 1,20E-01
4,50 10,50 4,75 0,66 5,00 -2,00E-01
5,00 10,83 5,25 0,56 5,50 -4,00E-01
5,50 11,11 5,75 0,36 6,00 -2,00E-01
6,00 11,29 6,25 0,26 6,50 -1,60E-01
6,50 11,42 6,75 0,18 7,00 -4,00E-02
7,00 11,51 7,25 0,16 7,50 -1,20E-01
7,50 11,59 7,75 0,10 8,00 -7,11E-15
8,00 11,64 8,25 0,10 8,50 -8,00E-02
8,50 11,69 8,75 0,06 9,00 -8,00E-02
9,00 11,72 9,25 0,02 9,50 8,00E-02
9,50 11,73 9,75 0,06
10,00 11,76




20

10

d’pH/dV?

-10

-20
10

dpH/dV

NS N & O

10

pH

[+]

Potenciémetro PL — 700 PV

Lab.N °12 FC - UNI

06 de julio del 2013

Operador: Pedro A. Baldera Aguayo

' TN DT U |

[«
/0 \)—-O-\O_o__o_‘,c\o
o—¢ ~—0—0—0~0-—0—0—0—0

- 5—0—0

— 0—0—0=—0—0—0—0—0

Volumen NaOH (mL)

133

Grifica 4. Curva de Titulacion Potenciométrica de la muestra M4 segin European

Pharmacopoeia 5.0 — 2005 (Ver Sec. F. Anélisis cuantitativo de alcaloides, Pag. 66).



Tabla 19. Datos de la curva de titulacion potenciométrica de la muestra M5 segun

Hoet & Rios Chu — 1980

\Y Vv V. 2 2
(mL) pH L) ApH/AV () A’ pH/AV
0,00 1,43 0,25 0,04 0,50 4,00E-02
0,50 1,45 0,75 0,06 1,00 8,00E-02
1,00 1,48 1,25 0,10 1,50 0,00E+00
1,50 1,53 1,75 0,10 2,00 -8,88E-16
2,00 1,58 2,25 0,10 2,50 4,00E-02
2,50 1,63 2,75 0,12 3,00 8,00E-02
3,00 1,69 3,25 0,16 3,50 -4,00E-02
3,50 1,77 3,75 0,14 4,00 4,00E-02
4,00 1,84 4,25 0,16 4,50 1,60E-01
4,50 1,92 4,75 0,24 5,00 0,00E+00
5,00 2,04 5,25 0,24 5,50 4,00E-02
5,50 2,16 5,75 0,26 6,00 3,60E-01
6,00 2,29 6,25 0,44 6,50 4,40E-01
6,50 2,51 6,75 0,66 7,00 4,24F+00
7,00 2,84 7,25 2,78 7,50 1,11E+01
7,50 423 7,75 8,34 8,00 -1,33E+01
8,00 8,40 8,25 1,70 8,50 -1,60E+00
8,50 9,25 8,75 0,90 9,00 8,00E-02
9,00 9,70 9,25 0,94 9,50 -1,60E-01
9,50 10,17 9,75 0,86 10,00 -3,60E-01
10,00 10,60 10,25 0,68 10,50 -6,40E-01
10,50 10,94 10,75 0,36 11,00 -2,00E-01
11,00 11,12 11,25 0,26 11,50 -1,60E-01
11,50 11,25 11,75 0,18 12,00 -4,00E-02
12,00 11,34 12,25 0,16 12,50 -1,20E-01
12,50 11,42 12,75 0,10 13,00 4,00E-02
13,00 11,47 13,25 0,12 13,50 -8,00E-02
13,50 11,53 13,75 0,08 14,00 -8,00E-02
14,00 11,57 14,25 0,04 14,50 8,00E-02
14,50 11,59 14,75 0,08
15,00 11,63
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Hoet & Rios Chu — 1980 (Ver Sec. F. Andlisis cuantitativo de alcaloides, Pag. 66).



Tabla 20. Datos de la curva de titulacién potenciométrica de la muestra M6 segtin

Hoet & Rios Chu — 1980

\' \V2 \ 2 2
(mL) pH L) ApH/AV (D) AZpH/AV
0,00 1,35 0,25 0,06 0,50 4,00E-02
0,50 1,38 0,75 0,08 1,00 4,00E-02
1,00 1,42 1,25 0,10 1,50 0,00E+00
1,50 1,47 1,75 0,10 2,00 0,00E+00
2,00 1,52 2,25 0,10 2,50 4,00E-02
2,50 1,57 2,75 0,12 3,00 -4,00E-02
3,00 1,63 3,25 0,10 3,50 8,00E-02
3,50 1,68 3,75 0,14 4,00 0,00E-+00
4,00 1,75 4,25 0,14 4,50 8,00E-02
4,50 1,82 4,75 0,18 5,00 -4,00E-02
5,00 1,91 5,25 0,16 5,50 1,20E-01
5,50 1,99 5,75 0,22 6,00 8,00E-02
6,00 2,10 6,25 0,26 6,50 1,20E-01
6,50 2,23 6,75 0,32 7,00 3,20E-01
7,00 2,39 7,25 0,48 7,50 7,20E-01
7,50 2,63 7,75 0,84 8,00 1,03E+01
8,00 3,05 8,25 6,00 8,50 2,00E-01
8,50 6,05 8,75 6,10 9,00 -9,12E+00
9,00 9,10 9,25 1,54 9,50 -7,60E-01
9,50 9,87 9,75 1,16 10,00  -7,60E-01
10,00 10,45 10,25 0,78 10,50  -6,40E-01
10,50 10,84 10,75 0,46 11,00  -3,20E-01
11,00 11,07 11,25 0,30 11,50  -2,40E-01
11,50 11,22 11,75 0,18 12,00  -8,00E-02
12,00 11,31 12,25 0,14 12,50  -4,00E-02
12,50 11,38 12,75 0,12 13,00  -4,00E-02
13,00 11,44 13,25 0,10 13,50  -7,11E-15
13,50 11,49 13,75 0,10 14,00  -4,00E-02
14,00 11,54 14,25 0,08 14,50  -8,00E-02
14,50 11,58 14,75 0,04
15,00 11,60
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Grafica 6. Curva de

Hoet & Rios Chu — 1980 (Ver Sec. F. Andlisis cuantitativo de alcaloides, Pag. 66).
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Anexo 13
Espectro IR del sulfato de mescalina dihidratado en KBr obtenido a partir del

cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana)

(Ver Sec. L.5. Identificacién espectroscopica del sulfato de mescalina dihidratado, P4g. 87)
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Anexo 14
Espectro UV del sulfato de mescalina dihidratado en etanol al 80 % en agua
obtenido a partir del cactus “San Pedro Macho” (E. peruviana)
(Ver Sec. 1.6. Identificacion espectroscépica del sulfato de mescalina dihidratado, Pag. 88)
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