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RESUMEN

La Misha rastrera (Datura candida) se emplea en la medicina
tradicional peruana, y sus constituyentes puros (el alcaloide escopolamina) se
utilizan como espasmolitico, anticolinérgico, narcotico y anestésico.

Las hojas de D. candida contienen alcaloides del tipo tropanico,
principalmente escopolamina, conocida también como hioscina (Evans,
Bristol & Lampard, 1969).

En el presente trabajo de tesis se ha aislado los dos principales
alcaloides de las hojas de la Misha rastrera, la escopolamina y
norescopolamina, los cuales han sido caracterizados por sus espectros de
Masas, RMN'H, RMN"*C, COSY, HMQC y HMBC.

Griffin (1966) y Evans et al. (1969) realizaron el analisis cuantitativo
de alcaloides presentes en la Datura candida, reportando que el porcentaje
total de alcaloides en las hojas (secas) fluctia entre 0,30 a 0,86%. En nuestro
laboratorio se realizo la determinacion cuantitativa del total de alcaloides de
las hojas de la Misha rastrera, habiendo obtenido 0,45% (procedimiento de
Pelt et al., 1967).

El analisis cualitativo indica la presencia de: aminogrupos primarios
y/o secundarios, grupos fendlicos libres, triterpenos y esteroides, alcaloides,

catequinas, taninos y saponinas.
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INTRODUCCION

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

La investigacion cientifica de las plantas medicinales involucra dos grandes
partes:

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

La segunda parte, referida al estudio quimico de las plantas medicinales,
involucra el aislamiento e identificacion, mediante técnicas espectroscopicas
(Masas, Resonancia magnética nuclear o difraccion de rayos X), de la(s)
molécula(s) presente(s) en mayor cantidad, o aquella(s) a la que se atribuye una
actividad especifica.

La presente tesis, en la linea de Quimica Organica de Productos Naturales,
comprende el estudio quimico de los alcaloides presentes en las hojas de la
Misha rastrera (Datura candida) y signific6 para mi poner en practica los
conocimientos adquiridos en los cuatro cursos basicos semestrales de Quimica
Organica, los cursos de Proyecto de Tesis I CQ 561, Proyecto de Tesis II CQ
562 y del curso electivo CQ 046-Quimica de los Productos Naturales; y
complementarlos con el trabajo realizado, como parte de mis estudios del
Master, en los laboratorios del Institut de Chimie des Substances Naturelles
(ICSN) (Gif-sur-Ivette, Francia). Este conjunto de conocimientos me permitio

conocer (1) qué clase de compuestos estan presentes, (ii) cual es la cantidad de
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alcaloides que contiene y iii cual es el alcaloide principal contenido en las hojas

de la Misha rastrera.

Este trabajo de tesis comprendio las siguientes actividades:

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

La parte mas importante de esta tesis, la purificacion de la escopolamina, el
principal alcaloide presente en las hojas de esta planta, y de la
norescopolamina, un alcaloide secundario, se realizaron en el ambiente N°425
del equipo 39 del ICSN. Las purificaciones de ambos compuestos se llevaron
a cabo mediante cromatografia en columna (CC) y cromatografia en placa
preparativa (CPP).

Identificacion espectroscopica de la escopolamina y la norescopolamina
mediante el analisis de los espectros de Masas y de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN'H, RMN"*C, COSY, HMQC y HMBC).

Anadlisis de la informacion bibliografica relativa a los estudios quimicos de las

hojas de la Misha rastrera (D. candida), y de los dos alcaloides aislados.

Todo este trabajo demandd, en promedio, una dedicacion de 6 meses

(considerando el trabajo de 8 horas/dia, durante 5 dias/semana), y se realizé en

el periodo de marzo del 2003 a abril del 2004.
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OBJETIVOS

Los objetivos de la presente tesis son los siguientes:
Aislar e identificar (espectroscopicamente) los principales alcaloides presentes
en las hojas de la Misha rastrera (Datura candida),
el analisis cualitativo (marcha fitoquimica) de los metabolitos secundarios
presentes en las hojas de la Misha rastrera, y
el analisis cuantitativo del total de alcaloides contenido en las hojas de la
planta.

El objetivo principal es el primero, esto es, el aislamiento e identificacion de
los principales alcaloides contenidos en las hojas de la Misha rastrera, que llevo
al estudio y experimentacion de los diversos procedimientos de aislamiento de
alcaloides y de las técnicas de identificacion espectroscopicas.

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

De esta manera se busca capacitacion en la rutina de trabajo quimico en
productos naturales, estudiando las diversas etapas de la metodologia de trabajo
que se sigue para el estudio quimico de alcaloides contenidos en una planta, el
cual es analogo al que se sigue para el estudio de cualquier clase de compuesto

organico (metabolito secundario) contenido en un producto natural.
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A.

b)

Estudios quimicos precedentes relativos a las hojas de

Datura candida

Las plantas de la familia Solanaceae de los géneros Atropa, Datura (o
Brugmansia), Duboisia, Hyoscyamus y Scopolia, se consideran una rica
fuente de alcaloides tropanicos con interés medicinal, siendo los principales la
escopolamina y la hiosciamina, los cuales actian como agentes
anticolinérgicos en el sistema nervioso parasimpdtico y se utilizan como
midriaticos y espasmoliticos. No obstante que se ha conseguido la sintesis de
estos alcaloides, hasta la fecha la escopolamina se produce exclusivamente a

partir de plantas (Shimomura et al., 1995: 395).

Composicion Quimica de las hojas de Datura candida

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 extraccion con solventes
apropiados y en la aplicacion de pruebas de coloracion y/o precipitacion.

En la bibliografia revisada no se ha encontrado ningun trabajo de analisis

cualitativo de las hojas de Datura candida.

Alcaloides presentes en las hojas de Datura candida
En la bibliografia se reportan tres trabajos relativos a los alcaloides

presentes en las hojas de Datura candida.

Metabolitos secundarios o productos naturales.- Se refiere a los compuestos orginicos 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, aminoacidos y proteinas, mucilagos, ceras, etc.



Griffin (1966), encontré que las hojas de D. candida cultivada en Brisbane
(Australia), Datura candida sens. lat.,, contienen escopolamina (i) y
meteloidina (iii) como sus alcaloides principales, junto con pequefias
cantidades de norescopolamina (ii), norhiosciamina y una base no
identificada. En la Figura 1 se muestran las estructuras de estos alcaloides, y

la estructura basica de los alcaloides tropanicos (iv).
CHs
N

i escopolamina ii norescopolaming

CH,

o

1v estructura basica de los

iii meteloidina alcaloides tropanicos

Figura 1. Principales alcaloides presentes en las hojas de D. candida

La extraccion de alcaloides se realiz6 mediante particion acido-base y la
purificacion del Extracto Bruto de Alcaloides se llevd a cabo mediante

cromatografia de particion en columna sobre kielselgur. Las cantidades de



alcaloides purificados fueron: escopolamina (0,43 g), meteloidina (0,12 g),
norescopolamina (13 mg), norhiosciamina (25 mg) y base no identificada (15
mg). Los alcaloides fueron identificados mediante el punto de fusiéon de sus
picratos y el analisis de sus elementos (Griffin, 1966).

Evans, Bristol & Lampard (1969) encontraron que las partes aéreas de
D. candida (Pers.) Saff., cultivada en Nottingham (Inglaterra), contienen
escopolamina como el alcaloide principal, junto con pequeiias cantidades de
norescopolamina, meteloidina, atropina, oscina y noratropina. Estos
resultados indican que existe poca diferencia cualitativa entre los alcaloides de
esta planta y de la especie estrechamente relacionada de D. candida sens. lat.
publicada por Griffin (1966).

Evans & El Imann (1990) analizaron las partes aéreas de una muestra
cultivada de Datura candida, denominada “Flinthan Hall” y encontraron la
siguiente composicion: escopolamina como el alcaloide principal (no indica
cantidad), norhiosciamina, 6B-acetoxi-3a-tigloiloxitropano, tigloidina, 6p-
tigloyloxitropan-3a-ol, 3a-tigloiloxitropan-6B-ol, hiosciamina, atropina,
noratropina, 6B-hidroxi-hiosciamina, tropan-3a-ol. Es decir, solo la
escopolamina y la norhiosciamina son los Unicos alcaloides que también estan
presentes en la especie estudiada por Evans, Bristol & Lampard (1969).

Estos resultados tan diferentes se explican si se tiene en cuenta que la
especie Datura candida es una planta que en el proceso de su cultivo, puede
ser modificada taxonomicamente alterando la forma de sus hojas, flores y
frutos, cambios que se dan también a nivel citologico y en su composicion
quimica, por lo que estos diferentes “cultivares” resultan tan diferenciados en
su composicion quimica’.

Asi, Griffin (1992) reporta el aislamiento de un nuevo alcaloide, la 6,7-

epoxilitorina, de las hojas de una planta hibrida que identifica como Datura

* Comunicacién Personal Dr. Victor Reyna P. y Biga. J. Alban C.



candida cultivar, cultivada en Queensland (Australia) y que tiene sus flores
color salmon.

Asimismo, Griffin (1966) realizo el analisis de las otras partes de la Datura
candida aislando de las flores los alcaloides escopolamina (0,225 g),
norescopolamina (13 mg) y meteloidina (12 mg); de los tallos aislo
escopolamina (1,91 g), hiosciamina (0,23 g), metelodina (0,30 g), tropina
(25 mg) y norhiosciamina (48 mg), de las raices escopolamina (0,301 g),
hiosciamina (62 mg), atropina (45 mg), norhiosciamina (41 mg), tropina
(16 mg) y 3,6-ditigloiloxitropano (7 mg).

Evans, Bristol & Lampard (1969) analizaron las raices de D. candida
encontrando los siguientes alcaloides: 3a,6B-ditigloiloxitropan-7f3-ol,
3a-tigloiloxitropano, norescopolamina, meteloidina, hiosciamina, atropina y

noratropina.

Analisis cuantitativo (contenido) de alcaloides en las hojas de Datura
candida
Griffin (1966) reporta el contenido de alcaloides totales y de escopolamina,

respectivamente, en las hojas y otras partes de Datura candida, ver Tabla 1.

Tabla 1. Contenido de alcaloides en Datura candida

Referencia Parte Escopolamina Alcaloides Totales

(procedencia de la muestra) analizada % %
Hojas 0,62 0,86
Griffin (1966) Flores 0,53 0,60
(Brisbane, Australia) Tallos 0,32 0,44
Raices 0,10 0,26

Evans, Bristol & Lampard. (1969)

(Nottingham, Inglaterra, N° 2945) Hojas 0,15 0,43
(Honolulu, Hawaii, N° 1942) Hojas 0,10 0,32

(Honolulu, Hawaii, N° 1851) Hojas 0,16 0,30




Evans, Bristol & Lampard (1969) también proporcionan el analisis de
D. candida sembrada en Honolulu-Hawai (a partir de plantas procedentes del
valle de Sibundoy-Colombia).

Griffin (1966) indica que las muestras fueron analizadas mediante el
método de Evans & Wellendorf (1959) y Evans & Partridge (1952):
extraccion clasica de los alcaloides (de Datura stramonium) con un solvente
organico, de la muestra vegetal basificada (5g), seguida de la particion acido-
base para la obtencion del EBA. La mezcla de alcaloides fueron purificados
mediante cromatografia en columna (con kieselguhr) utilizando como eluentes
éter de petroleo, tetracloruro de carbono, éter y cloroformo, respectivamente.
Los alcaloides puros (escopolamina e hiosciamina) fueron cuantificados
mediante titulacion con acido, a medida que fueron separados de la columna.

Pelt et al. (1967) realizaron una revision exhaustiva de los diversos
métodos oficiales (presentados en las Farmacopeas) utilizados para la
determinacion cuantitativa del total de alcaloides contenidos en estas plantas
(pertenecientes a la familia de las Solanaceas), examinando exhaustivamente
cada una de las variables (base utilizada, solvente de extraccion, etc.). Este
estudio fue replicado en el Peru Hoet & Rios (1980), para el analisis de
Datura stramonium.

Padula et al. (1976) reportan la determinacion cuantitativa del total de
alcaloides utilizando el método propuesto por la U.S. Pharmacopoeia, y la
determinacion selectiva de escopolamina utilizando cromatografia de gases,
en Datura ferox colectada en Argentina.

Asimismo, en la bibliografia se reporta el uso de la cromatografia liquida
de alta resolucion — HPLC para el analisis cuantitativo de escopolamina e
hiosciamina en otras especies de Datura (Vitale et al., 1995: D. ferox,

semillas; Robins et al., 1987: D. stramonium, <haire root cultures>).



d) Compuestos volatiles presentes en flores y hojas de D. x candida

Kite & Leon (1995) realizaron un estudio para identificar los compuestos
volatiles de Datura x candida, cultivada en Kew-Inglaterra, presentes en hojas
y flores, encontrando que las flores contienen indol en porcentaje muy bajo
(0,2-1.1%) y, ademas, indican la presencia de benzenoides, monoterpenoides
y sesquiterpenoides, donde los compuestos mayoritarios son el trans-ocimeno
(38-52%) y el 1,8-cineol (5-19%). Las hojas al igual que las flores contienen
benzenoides, monoterpenoides y sesqui-terpenoides donde predomina el

perilleno (14-25%) y la dendrolasina (8,8-13%).

2. Aislamiento de alcaloides de las hojas de Datura candida

Griffin (1966) y Evans et al. (1969) describen el aislamiento de los
alcaloides contenidos en las hojas y en las partes a€reas, respectivamente, de
Datura candida, asi como en las raices de esta planta.

En la bibliografia se encuentran numerosos articulos referidos al
aislamiento de escopolamina y de los otros alcaloides presentes en otras
especies de Datura, como la Datura sanguinea (Evans et al., 1965 y 1966) y
la Datura ferox (Vitale et al., 1995).

A continuacion se describen los procedimientos publicados por Griffin
(1966) y Evans et al. (1969), los cuales para una mejor comprension, se
presentan divididos en subtitulos (muestra utilizada, extraccion solido-liquido,

separacion liquido-liquido, purificacion e identificacion).

Procedimiento de Griffin (1966)
“Alkaloids in Datura. Section Brugamansia. The peach flowered form of

Datura candida sens. lat.”.

Muestra utilizada
Hojas pulverizadas de Datura candida sens lat. cultivada en Queensland-

Australia (237g).
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Extraccion solido—liquido (Obtencion del Extracto bruto orgdnico, EBO)
Alcalinizacion de la muestra: La muestra se mezclo con hidroxido de calcio y
agua. Se dejo en reposo por una hora.

Se extrajo con €ter etilico en un equipo Soxhlet y luego de la evaporacion del

solvente se obtuvo el EBO.

Separacion solidoliquido (Obtencion del Extracto bruto de alcaloides, EBA)

El EBO se disolvid en etanol, luego se neutralizd® y se diluyé con un poco de
agua y se filtro.

Los alcaloides basicos se liberaron de la solucidon acuosa acida adicionando
cantidades sub-equivalentes de alcali* IN (5SmL), las cuales se extrajeron con
cloroformo. Luego de evaporar los extractos se obtuvieron 6 fracciones
denominadas: L, L,, L3, L4, L5y Ls.

Los extractos se analizaron mediante CCF (alumina, CHCI:/EtOH, 50:50).

Purificacion cromatogrdfica

Los extractos combinados L;+L, se sometieron a cromatografia en columna
(preparada con 20 g de Kieselguhr y 10 mL de una solucion buffer de fosfato
0,5 M de pH 6,6), cuya elusion con diferentes solventes dio los siguientes
resultados:

- éter de petroleo: base no identificada (3 mg).

- éter etilico: escopolamina (0,19g).

- cloroformo: trazas de norescopolamina (5 mg).

Los extractos combinados L3;+L,4 (0,45 g) se neutralizaron y se trataron con
una solucion de picrato de sodio, proporcionando el picrato de escopolamina
(p.f. 188°C).

El liquido madre fue sometido a cromatografia en columna (alumina), cuya
elucion dio los siguientes resultados:

- éter: etanol (95:5): escopolamina (50 mg).

* En la referencia citada no se indican el 4cido y la base (4lcali) que fueron utilizados.
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- éter: etanol (90:10): norescopolamina (8 mg).

Los extractos combinados Ls+Lg (0,45 g) se sometieron a cromatografia en
columna de Kieselguhr y buffer de fosfato 0,5 M de pH 6,4, cuya elucion dio
los siguientes resultados:

- éter etilico: escopolamina (0,195g) y meteloidina (0,1g).

- cloroformo: mezcla de meteloidina (20 mg), hiosciamina (15 mg) y

norhiosciamina (25 mg).

Identificacion
Los alcaloides fueron identificados mediante el punto de fusion de los
respectivos picratos.

En algunos casos se realizo el analisis centesimal de elementos.

Procedimiento de Evans, Bristol & Lampard (1969)
“The alkaloids of Genus Datura. Section Brugmansia. Part IV. Tree Datura drugs

(Datura candida cvs.) of the Colombian Sibundoy™.

Muestra utilizada
Partes aéreas pulverizadas de Datura candida cultivada en Nottingahn-

Inglaterra (500g).

Extraccion solidoliquido (Obtencion del Extracto bruto orgdnico, EBO)

Observacion.- Evans et al. (1969) refieren que siguieron el procedimiento descrito por
Evans & Pe Than (1962).

Alcalinizacion de la muestra: La muestra se humedecié con agua (200 mL)
durante una noche. Se mezclo, bajo agitacion, con hidroxido de calcio (30 g) y
la mezcla se macero con éter (500 mL) durante tres horas.

El extracto etéreo se decantd, y la muestra vegetal se extrajo mediante
percolacion con mas éter (6 L); juntandose los dos extractos organicos.

La evaporacion del éter hasta 100 mL produce la deposicion de material

solido que debe ser separado mediante filtracion sobre papel de filtro.
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Separacion cromatogrdfica (Obtencion del Extracto bruto de alcaloides, EBA)
El concentrado final (aprox. 100 mL) fue purificado parcialmente sobre una
columna empacada con Kieselguhr (60 g) y acido sulfurico SN (30 mL),
utilizando éter (460 mL) para eluir los pigmentos coloreados vy,
posteriormente, cloroformo amoniacal (2 L) para colectar los alcaloides.

La evaporacion del cloroformo proporcioné un residuo de consistencia

gomosa (EBA).

Purificacion cromatogridfica
El EBA se tratd en una columna empacada con kieselguhr y una solucion
buffer de fosfato 0,5 M de pH 6,6. A continuacion se eluyd la columna con
solventes de polaridad creciente, los resultados obtenidos fueron los
siguientes:
- éter de petrdleo: no contiene alcaloides.
- éter etilico: escopolamina (0,1g) y una base no identificada (de R¢ igual al de
la apoescopolamina).
- cloroformo: mostré ser una mezcla de varios compuestos por lo que fue
resuelta en cinco fracciones (a-e):
Fraccion a: norescopolamina (13 mg).
Fraccion b: meteloidina (0,01g) y atropina (20 mg).
Fraccion c: mezcla de derivados que no cristalizan (44 mg).
Fraccion d: oscina (0,18g).
Fraccion e: oscina y noratropina.
Identificacion
Los alcaloides fueron identificados mediante el punto de fusion de los
respectivos picratos.
En algunos casos se realizaron los analisis centesimales de elementos y se

obtuvieron los espectros de IR.



3. Identificacion clasica de la escopolamina, norescopolamina y

derivados

a) Cromatografia en capa fina-CCF

i Voraetal (1983)
Adsorbente: Silica gel (Analtech, Inc., USA)
Eluente : THF : CHCl; (1:1)
- R¢ (escopolamina): 0,19

- R¢ (norescopolamina): 0,34

ii Mulholland ez al. (1993)
Adsorbente: Silica gel (Merck F254).
Eluente*: CH,Cl, : Et,0 : EtOH : Et;N (10:10:1:1)
- R¢ (escopolamina): 0,65

- R¢ (norescopolamina): 0,8

m Robins ez al. (1993)
Adsorbente: Kieselgel G, placas de 0,25 mm de espesor.
Eluente*: AcOEt-iPrOH-NH; ) 25% (45:35:10)

- R¢ (escopolamina): 0,61
b) Punto de fusion

i Escopolamina: Liquido viscoso. Forma un cristal monohidratado.
59 °C (The Merck Index, 1996)
- Picrato de escopolamina: 187,8 °C  (Leary, 1970)
188 °C (Griffin, 1966)
187-188 °C (Evans & Pe Than, 1961).

11 Norescopolamina:

- Picrato de norescopolamina: 232 °C (Griffin, 1966)

* THF: tetrahidrofurano; Et,O: éter etilico; EtOH: etanol; Et;N: trietilamina; AcOEt: acetato de etilo;

i-PrOH: isopropanol.



232-233 °C (Bristol et al., 1969)
232-233 ° C (Southon, 1989)
- Clorhidrato de norescopolamina: 205 °C (Southon, 1989).

4. Identificacion espectroscopica de la escopolamina

En la Seccion [.B.5 (Identificacion espectroscopica de compuestos
organicos, pag. 43) se presentaran los aspectos generales y la importancia de
las principales técnicas espectroscopicas en la determinacion de la estructura
molecular: La Espectrometria de Masas (EM), la Resonancia Magnética
Nuclear de Hidrogeno (RMN'H) y de Carbono (RMN"C), la espectroscopia
de Correlacion Homonuclear (COSY), Correlacion Heteronuclear (HMQC) y
Correlacion Heteronuclear de enlace multiple (HMBC), asi como la

espectroscopia de Infrarrojo (IR) y de Ultravioleta (UV).

a) Espectro de Masas de la escopolamina

Vitale et al. (1995) proporcionan el espectro de masas de la escopolamina
(aislada de D. ferox), ver Figura 2, explicando la formacion de alguno de sus
picos principales. Ellos utilizaron un equipo acoplado de cromatografia de
gases-espectrometro de masas VG TRIO-2 (Scan EI' 7,78¢%).

]

04
I 1?8

Figura 2.- Espectro de masas (EI) de la escopolamina (Vitale er al., 1995)
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Asimismo, Whitte et al. (1987) proporcionan los valores de los principales
iones (y su abundancia relativa) del espectro de masas de la escopolamina:
303 (28%), 154 (40%), 138 (64%), 137 (24%), 136 (33%), 108 (41%), 94
(100%).

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

El espectro de masas obtenido del alcaloide puro, escopolamina, que hemos
aislado de las hojas de D. candida es similar a aquel publicado por Vitale et
al. (1995).

A continuacion, presentamos las ecuaciones de fragmentacion de los
principales picos del espectro de masas de la escopolamina mostrados en la

Figura 2.

M" 303, R=CHCH,OHPh

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

En la bibliografia se encuentra que para el estudio espectroscopico de la
escopolamina se han utilizado dos notaciones para la numeracién de los
atomos del ciclo tropanico:

1 la notacion propuesta por Sarazin et al., (1991), ver Figura 3, que es la mas

aceptada (Lounasmaa & Tamminem, 1993); y

1 la propuesta por Chazin & Colebrook (1986), también utilizada por Robins

et al. (1993).

Figura 3. Numeracion de la estructura de la escopolamina propuestas por: (i) Sarazin et al.
(1991) y (ii) por Chazin & Colebrook (1986).

Para la interpretacion de los espectros de RMN que se hara en esta tesis se
adopta la notacion de Sarazin et al. (1991).

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

Cada atomo del anillo de piperidina pudo ser diferenciada y se corrigieron

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

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

Tabla 2. Desplazamientos quimicos (&, ppm) de los atomos de hidrégeno en el espectro
RMN'H de la escopolamina en CDCls.

Numeracion . Tesis Chazin & .
. Sarazin et al. . Robins ef al.
del atomo de (1991) Cabanillas Colebrook (1993)
Hidrogeno (2006) (1986)

H-1 2,94 2,98 2,97 2,88
H-2ax 1,99 2,03 2,02 1,93
H-2eq 1,31 1,34 1,31 1,25

H-3 4,98 5,02 5,02 4,92
H-4ax 2,08 2,12 2,11 2,01
H-4eq 1,55 1,58 1,58 1,49

H-5 3,08 3,12 3,11 3,00

H-6 3,37 3,38 3,38 3,31

H-7 2,70 2,67 2,66 2,66

H-9 2,42 2,45 2,45 2,36

H-2’ 3,72 3,75 3,75 3,65
H-3a’ 4,30 4,16 4,17 4,92
H-3b’ 3,77 3,81 3.81 3,71

H-o 7,21 7,22 6,72 -

H-m 7,29 7,31 7,35 -

H-p 7,18 7,44 7,30 -

Nota.- En ninguna de las referencias citadas se representa el espectro RMN'H de la escopolamina.
Sarazin et al. (1991), presenta una parte de dicho espectro en el espectro COSY, el cual se
reproduce en la Figura 4.

En la Tabla 2 se presentan los desplazamientos quimicos de todos los
protones de la escopolamina (base libre) en CDCl; del espectro d¢ RMN'H
reportados por Sarazin et al. (1993), Chazin & Colebrook (1986) y Robins et
al. (1993).

Ademas, en la Tabla 2 se incluyen los valores de desplazamientos quimicos

que obtuvimos en el espectro de RMN'H de la escopolamina que aislamos de
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la hojas de Datura candida, en CDCl;, y se observa la correspondencia que
hay entre los valores encontrados y aquellos de Sarazin et al. (1991).

En la Figura 4 se reproducen la porcion del espectro de RMN'H publicado
por Sarazin et al. (1991) en la cual también se incluye la estructura de la
escopolamina con los valores de desplazamiento quimicos de cada atomo de

hidrégeno.

HY H3a H3b
HI' HT | H® H2ax  Hdeq
H2
|’ H5' H4'ax HZeq
| | 1
a 1 2 PR

OH

3,717

4,98 43

7,21
7,29

L

:0: / o

Figura 4. Espectro de RMN'H (300 MHz) en CDCl; (Sarazin et al., 1991), y estructura de la
escopolamina, mostrando los desplazamientos quimicos (8, ppm).

El analisis detallado del espectro RMN'H de la escopolamina se presenta

en el Anexo 1.

c¢) Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono, RMN"C

Como se refirid en la seccion b) precedente, Sarazin et al. (1991) realizaron

la asignacion espectral por RMN'H y RMN"C, completa e inequivoca, de la
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escopolamina (base libre) en solucion de cloroformo deuterado CDCls,
proporcionando los valores de desplazamiento quimico de cada uno de los
atomos de carbono de la molécula, a partir del espectro de RMN"C con y sin
acoplamiento de 'H. Resultados similares fueron reportados por Woolley &
Ansarin (1995), tal como se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Desplazamientos quimicos (6, ppm) de los atomos de carbono de la
escopolamina en CDCl;.

Numero de S . Woolley & Tesis
, arazin et al. . .
atomo de (1991) Ansarin Cabanillas
carbono (1995) (2006)

C-1 57,8 57,8 57,7
C-2 30,8 30,9 30,7
C-3 66,9 66,8 66,9
C-4 31,0 31,1 30,9
C-5 57,9 58,0 57,8
C-6 56,4 56,3 56,4
C-7 56,0 55,9 55,9
C-9 42,2 42,2 42,1
c-r 171,8 171,7 171,9
C-2 54,4 54,7 54,3
C-3 64,0 63,9 64,0
C-i 135,8 135,8 135,6
C-o 128,1 128,9 128,1
C-m 129,0 128,5 129,0
C-p 127,9 128,0 128,0

Asimismo, la Tabla 3 incluye los valores de los desplazamientos quimicos
de los atomos de carbono obtenido del espectro RMN"C en CDCI; de la
escopolamina que se aislaron de las hojas de la Misha rastrera (D. candida).

Sarazin et al. (1991) interpretan el espectro de RMN"C de la escopolamina

segun:

La sefial a 171,8 ppm se atribuye claramente al atomo de carbono de la
funcion éster R-COO-R’ (C-1).
Las senales de los atomos de carbono del anillo aromatico, C¢Hs-, estan en el

rango 125-140 ppm.
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El desplazamiento quimico del atomo de carbono “para” (C-p, 6 = 127,9
ppm) se obtuvo por comparacion de la intensidad de su sefial en el espectro de
RMN"C desacoplado.

La seiial a 135,8 ppm fue correctamente atribuida al carbono “ipso” (C-i) por
medio de experimentos DEPT.

Las asignaciones del carbono “orto” y “meta” precedentes, han sido
reportadas posiblemente al azar o de forma invertida, por consiguiente,
usamos el espectro de RMN C acoplado para obtener los acoplamientos
C-H. Asi, las seiiales a 129,0 ppm y 128,1 ppm, pueden ser inequivocamente
atribuidas a los carbonos “meta” (C-m) y “orto” (C-o0), respectivamente.

En el espectro d¢ RMN'C desacoplado, se observaron diez sefiales en la
region debajo de 70 ppm, lo cual indica que todos los carbonos del ciclo de
tropano no son magnéticamente equivalentes. Luego, es posible identificar a
la sefial del metilo (C-9) a 42,2 ppm y las de los metilenos a 30,8, 31,0 y
64,0 ppm, mediante los experimentos DEPT.

Para completar las asignaciones de RMN'C fue necesario el uso de
experimentos de correlacion homo y heteronuclear. El espectro de correlacion
heteronuclear de larga distancia permitié determinar a que lado del anillo de
tropano pertenecen estos carbonos, teniendo en cuenta su plano de simetria.

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

La sefial de menor valor (30,8 ppm), de las dos altimas sefiales de metilenos
sin asignacion, corresponde a C-2 y la seiial a 31,0 ppm a C-4.

A partir del espectro de correlacion heteronuclear, la sefial del carbono a 57,8
ppm es asignado a C-1 y similarmente, la seiial a 57,9 ppm se atribuye a C-5.
Finalmente, el espectro de correlacion heteronuclear de larga distancia revela
que la sefial a 56 ppm pertenece a C-7 por sus correlaciones con H-2 y H-5,

por razones similares la seiial a 56,4 ppm se atribuye a C-6.
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El espectro de RMN"’C de la escopolamina en CDCls, ha sido presentado
por Sarazin et al. (1991) como parte del espectro de correlacion heteronuclear
de larga distancia, y se presenta en la Figura 5, en la cual se incluye la
estructura de la escopolamina, mostrando los desplazamientos quimicos

(6, ppm) de los atomos de carbono.

C3 C3 CS'C6 C2 ce Cc4'
cvcr cz
a 422
//CH3
-.N
Ll i ) L] o L
’a €0 58 a 38
FPPH
i
b) C1 Cl Cm Cp
:0: ! J
F ng
N 1
- 170 168 158 140 138
PPn

Figura 5. Espectro de RMN"C (75 MHz) de la escopolamina en CDCl3 a) campo alto y b)
campo bajo (Sarazin ef al., 1991), y estructura de la escopolamina mostrando

los desplazamientos quimicos (8, ppm) de los atomos de carbono.

d) Espectro de Correlacion Homonuclear, COSY

El espectro COSY para la escopolamina proporcionado por Sarazin et al.

(1991) se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Espectro COSY (300 MHz) de la escopolamina en CDCl; (Sarazin et al., 1991).

En la Tabla 4 se muestran las correlaciones existentes entre los protones de
la escopolamina tomadas del espectro COSY, asi como las constantes de

acoplamientos halladas.

Tabla 4. Correlaciones COSY (300 MHz) y constantes de acoplamiento (Hz) para la

escopolamina en CDCl;.
o Correlaciones COSY y constantes de
(ppm) acoplamiento (Jy_py, Hz)

H-2eq 1,31  H-5(1,5), H-3 (0,6), H-4eq (1,4), H-2ax (-15)
H-4eq 1,55 H-5(1,5), H-3 (0,6), H-2eq (1,4), H-4ax (-15)
H-2ax 1,99  H-3(5,0), H-5 (3,9)
H-4ax 2,08 H-3(5,0), H-5(3,9)

H-7 2,70  H-6 (3,0)

H-1 2,94  H-2ax (3,9), H-2eq (1,5)

H-5 3,08  H-4ax (3,9), H-deq (1,5)

H-6 337  H-7(3,0)

H-2’ 3,72 H-3’a(9,2), H-3’b (5,7)
H-3'b 3,77 H-2’(5,7), H-3’a (-10)

H-3’a 430 H-2"(9,2)

H-3 498  H-4ax (5,0), H-2eq (0,6), H-4eq (0,6)

H-p 7,18  H-2ax (5,0)
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Espectro de Correlacion Heteronuclear a larga distancia, COLOC

Sazarin et al. (1991) proporcionan el espectro de correlacion heteronuclear

a larga distancia COLOC para la escopolamina, tal como se muestra en la

Figura 7.
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Figura 7. Espectro COLOC (300 MHz) de la escopolamina en CDC]l; a) campo alto
y b) campo bajo (Sarazin et al., 1991).

La informacion de la correlaciones obtenidas del espectro COLOC (Figura

7) y las constantes de acoplamiento (2JC,H y 3JC,H) se muestran en la Tabla 5.
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Tabla S. Correlaciones COLOC y constantes de acoplamiento (Hz) para la escopolamina

en CDCl;.
o Correlaciones COLOC y constantes de acoplamiento
(ppm) ("Jcu ,Hz)
C-2 30,8 H-1 (1,2); H-4eq (3,8)
C-4 31,0 H-5 (1,2); H-2eq (3,8)
C-9 42,2 H-1 (3,0); H-5 (3.0)
C-7 56,0 H-2ax (7,0); H-5 (7,0)
C-6 56,4 H-1 (7,0); H-4ax (7,0)
C-1 57,8 H-3 (5,0); H-5 (5,0); H-6 (5,0)
C-5 57,9 H-3 (5,0); H-1 (5,0); H-7(5,0),
C-3° 64,0 H-2"(-5,5); H-9 (5,0)
C-3 66,9 H-4eq (-7,0); H-1(7,0); H-5 (7,0)

C-p 127,9 H-o0 (7,0), H-2eq (-7,0)
C-o 128,1 H-p(6,5), H-0(6,5)

C-m 129,0 H-m (7,5), H-2" (6,5)

C-i 1358 H-3"b(7,0), H-0 (2,0)

C-1° 171,8 H-3(3,5), H-3"a (3,5), H-3"b (7,0), H-2" (7,0), H-m (7,0)

f) Espectro Ultravioleta, UV

Mills et al. (2006) muestran el espectro ultravioleta (UV) para la
escopolamina en acido sulfirico 0,2N (en el rango de 200-340 nin), de donde
se obtuvo el minimo de transmitancia (0 maximo de absorcion) a 257 nm.
Ellos utilizaron los espectrometros de arreglo de diodos HP 8450A (linea — ) y
HP 8451A (linea --), obteniéndose en ambos casos resultados similares tal

como lo muestra la Figura 8.

g) Espectro Infrarrojo, IR

Mills et al. (2006) muestran el espectro infrarrojo (IR) para la
escopolamina en KBr. Este espectro aparecen las bandas de absorcion mas

caracteristicas del compuesto, tal como se muestra en la Figura 9.
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Figura 8. Espectro UV de la escopolamina en H,SO4 0,2N (Mills et al., 2006).
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Figura 9. Espectro IR de la escopolamina en KBr (Mills et al., 2006).

Biosintesis de la escopolamina

Paralelamente al desarrollo de la quimica organica de sintesis, desde los
primeros aios 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
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compuesto aislado de la planta (la denominada ruta biosintética), basandose
unicamente en las posibles reacciones quimicas que podria realizarse a partir
del precursor.

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

La biosintesis de los alcaloides tropanicos y en particular de la
escopolamina, considera a la L-ornitina (i), la cual se produce partir de la
L-arginina, como el principal precursor de este tipo de alcaloides (Dewick,
2002). Este mecanismo incluye un intermediario muy importante la formacion

de un cation pirrodilinico (ii), tal como se muestra en la Figura 10.
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6. Sintesis de la escopolamina

Los alcaloides de tropano son una clase importante de productos naturales
pues algunos de ellos muestran una muy interesante actividad farmacologica,
tal como el caso de la escopolamina que actia como analgésico y
antiespasmodico (Vitale et al., 1995); es debido a estas propiedades que
durante afios los quimicos se han interesado en su sintesis.

La primera sintesis de la escopolamina fue llevada a cabo por Fodor et al.
(1959), utilizando técnicas clasicas de sintesis. Ellos mostraron la escopina
como el compuesto de base para llegar a la escopolamina,
desafortunadamente, la ultima etapa (epoxidacion) para obtener la escopina
demora siete dias y no muestra una conversion completa.

En 1991, Bickvall et al. utilizaron una novedosa y elegante técnica para
la sintesis de escopina. Las reacciones catalizadas por paladio fueron la base
de su trabajo con lo que lograron mejorar los rendimientos con respecto al
trabajo presentado por Fodor et al. (1959).

Posteriormente, Malpass et al., (1996) publicaron la segunda sintesis total
de la escopina, y tal como lo presentaron sus autores, este trabajo
complemento aquel realizado por Bickvall et al. (1991).

A continuacion, se describen los trabajos de Fodor et al. (1959), Biackvall
et al. (1991) y Malpass et al. (1996) indicando las etapas y los rendimientos

obtenidos en cada una de las reacciones.



a) Sintesis 1.- Método de Fodor e al. (1959)
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b) Sintesis 2.- Método de Blackvall et al. (1991)
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¢) Sintesis 3.- Método de Malpass et al. (1996)
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Estudios quimicos generales

Analisis cualitativo (marcha fitoquimica)

Se han revisado tres procedimientos citados en la bibliografia:

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

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

Miranda (2002) sigue un procedimiento totalmente diferente, para llegar a
los mismos resultados. Este procedimiento tiene dos desventajas: a) el uso de
éter etilico, que es un solvente muy volatil y costoso, y debe usarse con mucha
precaucion por la posible presencia de per6xidos organicos, y b) la utilizacion
de una mayor cantidad de muestra y de solventes, debido a que los extractos
se obtienen por percolacion .

En esta tesis se ha seguido el procedimiento descrito por Reyna (1999-b)

(Anexo 2).
Test de alcaloides

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

cuales se describen en el Anexo 3.

Percolacion.- 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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Analisis cuantitativo de alcaloides

Se revisaron dos procedimientos referentes a la determinacion cuantitativa
de alcaloides en muestras vegetales: el método propuesto por Pelt et al.
(1967), y el descrito en la 20" edicion de la Farmacopea de los Estados
Unidos (1980). Ahora se describiran ambos métodos, los cuales, para su mejor
comprension, presentamos subdividido en subtitulos (muestra utilizada,
extraccion solido-liquido, separacion liquido-liquido, eliminacion de las

bases volatiles residuales y determinacion cuantitativa de los alcaloides).

Procedimiento de Pelt ez al. (1967)
“Comparacion de diversos métodos oficiales para la cuantificacion de

alcaloides de Solanadceas”.

Mauestra utilizada

Muestra vegetal seca y pulverizada.

Extraccion solidoliquido (Obtencion del Extracto bruto orgadnico, EBO)

La muestra se alcaliniza con una solucion de amoniaco concentrado NHj ()
15 N.

Se macera durante doce horas con una de las siguientes mezclas de solventes:
etanol-cloroformo (1:2), etanol-éter etilico (1:2) 6 éter etilico-cloroformo
(3:1).

Se extrae con éter etilico usando un soxhlet, verificandose si la extraccion es
completa mediante el test de Mayer.

Los solventes organicos se evaporan, obteniéndose asi el EBO.

Separacion liquidoliquido (Obtencion del Extracto bruto de alcaloides, EBA)
El EBO se disuelve con una mezcla de éter etilico-cloroformo y los alcaloides

se extraen como sales mediante la adicion de una solucion acuosa de acido

sulfirico HSOy4) 0,5 N.
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vl La solucion acida se alcaliniza con una solucion de amoniaco concentrado
NHisie) 15 N, y los alcaloides se extraen, como bases libres, con una mezcla
de éter-cloroformo.

vii Los solventes organicos se evaporan, obteniéndose asi el EBA.

Eliminacion de las bases voladtiles residuales

viil El EBA se coloca en baiio maria hirviente durante 15 minutos.

1x El extracto se disuelve en cloroformo y luego se evapora el solvente hasta
sequedad.

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

Determinacion de los alcaloides

x1 El EBA se disuelve en cloroformo.

x1n Se adicionan 50 mL de solucion estandarizada de acido sulfurico H;SOjy,
0,02 N.

xiii El solvente organico se evapora en bafio maria.

xiv El extracto se filtra y se lava el filtrado.

xv Se adiciona indicador rojo de metilo.

xvi El exceso de acido se titula con una solucion estandarizada de hidroxido de
sodio NaOH,, 0,02 N.

Hoet & Rios (1980) proporcionaron el procedimiento experimental

sugerido por Pelt et al. (1967).
b) Procedimiento de la 20" ed. U.S. Pharmacopoeia-USP (1980)
“Andlisis cuantitativo de alcaloides”

Muestra utilizada

Muestra vegetal seca (a baja temperatura) y molida.

Extraccion solidoliquido (Obtencion del Extracto bruto orgadnico, EBO)

Se contemplan tres métodos:
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Maceracion.- Se deja macerar la muestra con el solvente o mezcla de
solventes y se alcaliniza con amoniaco, de 12 a 24 horas. El solido (sin
alcaloides) se decanta y se separa del extracto.

Percolacion.- Se satura una cantidad exactamente pesada de muestra con el
solvente o mezcla especificada en un recipiente. Después de un reposo de 5
minutos, se alcaliniza con una solucion de amoniaco NHj(,), mezclando luego
completamente. La mezcla se trasvasa a un percolador cilindrico empacado
con algodon y se deja macerar de 1 a 12 horas. Finalmente, se deja percolar
lentamente con el solvente hasta que la muestra quede exenta de alcaloides
(test de Valser).

Extraccion continua.- Se coloca la muestra pesada en un dedal de extraccion y
se lleva a un equipo soxhlet.

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

Se extrae por un tiempo determinado o hasta extraccion completa.

Separacion liquidoiquido (Obtencion del Extracto bruto de alcaloides, EBA)
Se extraen los alcaloides del solvente organico agitando con un acido, luego
se alcaliniza la solucidon, con un hidroxido alcalino, y se extrae con un
solvente inmiscible.

Se evapora la solucion de alcaloides purificados con un bafio de vapor o con
corriente de aire, obteniéndose asi el EBA.

Determinacion de los alcaloides

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

Se titula el exceso de acido con una solucion alcalina estandarizada usando

como indicador rojo de metilo.
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En la presente tesis se ha seguido el método de Pelt er al. (1967), con ciertas
modificaciones, siendo la principal la observacion del punto final de la
cuantificacion de alcaloides mediante titulacion potenciométrica (ver Tabla
6).

Tabla 6. Comparacion del método de analisis cuantitativo de alcaloides descrito por
Pelt et al. (1967) y tesis Cabanillas (2008)

NATURALEZA DE . .
LAS Pelt et al. Tesis Cabanillas
1967 2008
OPERACIONES (1967) (2008)
PESO DE LA MUESTRA 10g 10g
DESENGRASE No se realiza
ALCALINIZACION Amoniaco concentrado (8 mL)
alcohol 95°<loroformo, 1:2 (30 mL) 6
SOLVENTE etanol-éter, 1:12(30mL) 6 Etanol-éter, 1:2 (60 ml.)
é étercloroformo, 3:1 (150 mL)
S . . —
(&] ! Mm"?“' 12 hrs, agitacién, o una Maceracién 24 h sin agitacién.
é FORMA DF combinacién de ambas.
= EXTRACCION
5 ii Extraccion con éter etilico en soxhlet
SEPARACION DE LA
SOLUCION Evaporacién del solvente
EXTRACTORA
RESULTADOS Obtencion del extracto bruto organico - EBO
Disolucioén del sélido con la mezcla éter-cloroformo, 1:10.
Paso de los alcaloides a una solucién de H,SO4 0,5 N.
ELIMINACION DE
PIGMENTOS Y OTRAS | Alcalinizacion de la solucién acida con solucién amoniaco y retorno de los alcaloides
% IMPUREZAS libres a una mezcla de éter-cloroformo.
3 Evaporacién del solvente.
= 15 minutos en bafio maria hirviente.
=
“ | ELIMINACION DE LAS Disoluci6n del sélido en cloroformo.
BASES VOLATILES e Evaporacion a sequedad. e Evaporacion en el rotavapor.
e 15 minutos en bafio maria hirviente. e Repeticion de la operacion 4 veces.
Redisolucion del residuo en cloroformo.
.<Z: e Adicién de 20 mL de H,SO,4 0,02 N. l e Adicion de 30 mL de H,SO, 0,02 N.
@) TITULACION Evaporacién del cloroformo en el rotavapor.
< ACIDO-BASE
§ e Filtracion y lavado del filtrado. -
[‘Z" Titulacion del exceso de 4cido con NaOH 0,02 N.
-
-
OBSERVACION DEL . . L . .
(@)
PUNTO FINAL Rojo de metilo Titulacién potenciométrica
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Aislamiento de alcaloides

En esta seccion se presentan dos procedimientos para el aislamiento de

alcaloides.

Procedimiento de Reyna & Torpoco (1994)

Muestra utilizada

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

Extraccion solido—liquido (Obtencion del Extracto bruto orgdnico, EBO)
El material vegetal se desengrasa con éter de petroleo (50-90 °C).

Se alcaliniza con una solucion acuosa de amoniaco NHj,) 5%.

La mezcla se extrae a reflujo con etanol.

El solvente se elimina solvente por destilacion simple: se obtiene el EBO.

Separacion liquidoiquido (Obtencion del Extracto bruto de alcaloides, EBA)

El EBO se disuelve con una solucién de acido sulfirico H2SOg) 2,0 N.

La solucion acuosa acida se lava con diclorometano, se descarta la fase
organica.

El extracto acuoso se alcaliniza con carbonato de sodio y se extraen los
alcaloides libres con cloruro de metileno.

El extracto organico se concentra por destilacion simple: se obtiene el EBA.

Purificacion e Identificacion

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

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

Resultados

Aislamiento e identificacion de la N,N-Dimetiltriptamina de las hojas de

chacruna (Psychotria viridis).

* CPP: Cromatografia en Placa Preparativa y CC: Cromatografia en Columna.
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Procedimiento de Robins ez al. (1993)

Muestra utilizada

Raices de Datura sp.

Extraccion sélido—liguido (Obtencion del Extracto bruto organico, EBO) "
Las raices se maceran con metanol y el extracto organico se separa y se

concentra al vacio y hasta sequedad, obteniéndose el EBO.

Separacion liquido—liquido (Obtencion del Extracto bruto de alcaloides, EBA)

El extracto bruto organico se disuelve con 100 mL de acido clorhidrico
HCI (o) 1,0 M.

La solucidn acida se lava con cloruro de metileno (6 x 75mL), descartandose
la fase organica.

La fase acuosa acida se alcaliniza con amoniaco NHj (5) 15 N.

La fase acuosa alcalina se extrae con cloroformo (4 x 100 mL).

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

Na,S0y), se filtran, y se concentran: se obtiene el EBA.

Purificacion e Identificacion
Purificacion mediante cromatografia en placa preparativa (Kieselgel G, 0,25

mm de espesor; eluente: AcOEt-i-PrOH-25%NH; (45:35:10)), obteniéndose

alcaloides puros.

viii Identificacion: mediante espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de

Hidrégeno, RMN'H.

Resultados

Aislamiento e identificacion de los alcaloides escopolamina e hiosciamina.

* Robins ez al. (1993) no realizan la alcalinizaci6n inicial de la muestra vegetal.
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Comparacion de procedimientos

Los cuatro procedimientos de aislamiento de alcaloides presentados, dos en
la seccion I.A.2 (pags. 10 y 14) y dos en esta seccion, siguen dos grandes
etapas para la obtencion del Extracto Bruto de Alcaloides, con la diferencia
que el método propuesto por Robins et al. (1993) no realiza la alcalinizacion
de la muestra vegetal. El procedimiento experimental de Robins et al. (1993)
ha sido escogido para la realizacidon esta investigacion. Este esquema de

trabajo se resume a continuacion.

Extraccion solidoliquido (Obtencion del Extracto bruto organico, EBO)
Desengrase con solventes orgadnicos

Esta etapa tiene como objetivo remover los lipidos y pigmentos coloreados
que contiene la planta, para obtener extractos exentos de sustancias que
dificulten la purificacion ulterior del alcaloide.

Extraccion con solventes (maceracion, reflujo o soxhlet)

Esta etapa tiene como objeto la extraccion exhaustiva de las bases
alcaloidales, verificado por un test de alcaloides (Mayer o Dragendorft ).

Eliminacion del solvente por destilacion a presion reducida y obtencion del

EBO.

Separacion liquidoliquido (Obtencion del Extracto bruto de alcaloides, EBA)
Disolucion del EBO con dcidos, H;SO 4ac) 0 HCl

Esta etapa tiene como objetivo extraer los alcaloides como sales.

Lavado con solventes organicos (éter de petroleo, cloruro de metileno, y/o
cloroformo) y eliminacion del solvente organico

Esta etapa tiene como objetivo eliminar la mayor parte de compuestos
coloreados solubles en solventes organicos.

Alcalinizacion (con Na;COj3(,c), NaOH ) 6 NHjs,) de la fase acuosa
Mediante la alcalinizacion de los extractos acuosos acidos las sales de

alcaloides retoman a su forma de bases libres.
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v Extraccion con solventes organicos
En esta etapa se procede a la extraccion de los alcaloides libres de la fase
acuosa alcalina, mediante extraccion liquido—liquido.

viii Eliminacion del solvente por destilacion a presion reducida y obtencion del

EBA.

S. Identificacion espectroscopica de compuestos organicos (Reyna, 2005)

Actualmente estd plenamente establecido que las cinco técnicas
espectroscopicas, a saber, la Espectrometria de Masas (EM), la espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN'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
informacion util obtenible de ella, lo cual es funcion no solamente de la
cantidad total de informacion sino también de su interpretabilidad. Y esto
varia de problema a problema, sin embargo, podemos afirmar que la utilidad.
disminuye en el orden:

RMN > EM >>1IR > 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

a) Espectrometria de Masas, EM

En un espectrometro de masas, las moléculas que se encuentran en estado

gaseoso y a baja presion son bombardeadas con un haz de electrones de alta
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energia (70 eV 6 1600 Kcal/mol), y uno de los efectos que este bombardeo
produce es desprender uno de los electrones de la molécula y producir un i6n
de carga positiva (con un numero impar de electrones, un cation radical) al
que se denomina “ion molecular” y se lo representa por M 2 .

Ademas el haz de electrones imparte a los iones moleculares un excedente
muy grande de energia, que es muy superior a lo que se requiere para romper
los enlaces covalentes de las moléculas (50 a 100 Kcal/mol), y asi poco
después que se forman los iones moleculares la mayoria de ellos se
“fragmentan” en diversas formas, que dependen de la naturaleza del i6n
molecular especifico.

Esta técnica de ionizacion se conoce como “lonizacion electronica” (EI) y
ha sido la mas utilizada hasta la actualidad. Existen otras técnicas de
ionizacion, siendo la técnica de “electrospray” (ESI) la que ha adquirido mas
importancia en los ultimos afios debido a que permite la determinacion exacta
de la masa molecular de un compuesto, obteniéndose espectros de masa de
alta resolucién (HRMS)’

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 ionico. El espectrometro presenta estos resultados
en una grafica donde aparece las intensidades de los fragmentos idnicos
positivos respecto a m/z (esto es, respecto a su masa, puesto que la carga de
los iones es unitaria); obteniéndose asi el espectro de masas.

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

La determinacion 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.

* Para una informaci6n mas detallada revisar “Mass spectrometry basics” de Herbert, C.G., 2003.
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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 analisis no se recupera.
Afortunadamente, la cantidad de muestra utilizada es del orden de
miligramos.

En este trabajo de investigacion se ha obtenido los espectros de masas, de
los dos alcaloides que aislados, utilizando las dos técnicas de ionizacion
mencionadas: En los espectros 2 y 11 (Pags. 80 y 103) se utiliz6 la técnica de
ionizacion electronica, y en los espectros 1 y 10 (Pags. 78 y 102) se utilizo la

técnica de electrospray.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno, RMN'H

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

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

Los instrumentos conocidos como espectrometros de RMN permiten medir
la absorcion de energia en los nicleos de hidrogeno (de un compuesto
organico). Estos instrumentos estan disefiados de manera que imradian 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 correcta, los nucleos de hidrogeno
absorben energia (y se produce la “resonancia”): esta absorcion es registrada
por el instrumento como una sefial (un pico o una serie de picos) sobre una

hoja de papel calibrado.
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El espectro de RMN constituye la grafica de la frecuencia de los picos de
absorcion (expresado en unidades de 3, en partes por millon—ppm) en funcion
de las intensidades de tales seiiales.

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: proporciona informacion sobre los
diferentes tipos de hidrogeno en la molécula y el entorno quimico de cada tipo
de proton;

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

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

numero de hidrogenos vecinos que tiene el proton que origina la seiial.

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

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

encontrar soluciones precisas a sistemas complejos.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de Carbono, RMN"C

La RMN"C se ha convertido en la técnica principal para dilucidar la

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

Igual que en el is6topo de hidrogeno 'H, el nicleo del isétopo de carbono-
13, °C, tiene un nimero de espin I=1/2, que permite utilizarlo ya que dara
una senal 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 hidrogenos. Por el
contrario, en la RMN'C se estudia al isotopo de carbono menos abundante, al
BC, que constituye el 1,1% del elemento carbono, lo que genera menor
sensibilidad. Esta deficiencia deviene en una ventaja, en razon de que no se
observan desdoblamientos del tipo *C-">C en los espectros de RMN"C, a
pesar que dichos nucleos vecinos pueden desdoblar sus sefales entre si, pero
las probabilidades que se encuentren dos nucleos de ">C resultan muy escasas.

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

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

Al igual que la RMN'H, la RMN"C proporciona informacién del entorno
electronico en el que se encuentra cada atomo de carbono en la molécula. Los
desplazamientos quimicos en la RMN'"’C son mas o menos paralelos a los de
la RMN'H. El compuesto de referencia, tetrametilsilano, (CHj;)4Si, TMS,
absorbe a campo alto, mientras que los atomos de carbono aldehidico y

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

Existen tres clases de espectros de RMN'’C: en uno se observa los
acoplamientos spin-spin ?*C—'H (espectro acoplado a 'H), y en los otros no
(espectro desacoplado a 'H, DEPT).

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

En los espectros de RMN"C acoplado a 'H no se suprime el
acoplamiento *C—'H y, en este caso, la sefial de cada carbono se desdobla por
accion de los protones directamente enlazados a €l, aplicandose también la
regla “n + 1” donde n es el nimero de atomos de hidrogeno enlazados al
atomo de carbono que se analiza. Asi, un carbono cuaternario (enlazado a
cuatro grupos alquilicos y sin H 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, CH,) presentara un cuadruplete.
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Los espectros d¢e RMN"*C-DEPT" permiten distinguir el tipo de carbono
CH;, CH,;, CH o C uaemario» al que pertenece una determinada sefial. En
particular, es especialmente util para superar la confusion 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 CHj3; un segundo espectro registrado con pulsos de 90° (DEPT-90) que
solo muestra las sefiales de los carbonos unidos a un solo hidrogeno (CH); y
por ultimo un tercer espectro registrado con pulsos de 135° (DEPT-135) en el
que aparecen seflales positivas para CH y CHj;, absorciones negativas para

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

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear Bidimensional

El desarrollo espectroscopia de resonancia nuclear bidimensional aparece
debido de la imposibilidad de resolver muchos de los picos que aparecen en
los espectros de RMN'H y RMN"C de una molécula.

Existen diversos espectros de resonancia magnética nuclear de dos
dimensiones, y entre los mas utilizados se encuentran los espectros de RMN
bidimensional homonuclear COSY , y de RMN bidimensional heteronuclear

HMB y HMQC, los cuales han sido utilizados en esta tesis.
El espectro 'H-'H COSY

El espectro 'H-'H COSY* es una alternativa a la elucidacion de
acoplamientos spin-spin, a través de un diagrama de entorno. En este
diagrama, los desplazamientos quimicos del especro RMN'H
monodimemsional de hidrogenos son ploteados en ambos ejes de frecuencia.

El resultado es un diagrama con simetria cuadrada. La proyeccion del espectro

DEPT: Distortionless Enhancement by Polanzation Transfer (transferencia por polarizacién aumentada y no
distorsionada)

* COSY: Correlated Spectroscopy (Espectroscopfa de Correlacion).
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RMN'H monodimemsional aparece a lo largo de la diagonal. Ademas, existen
otras sefiales fuera de la diagonal, llamadas “correlaciones” o “sefiales de
cruce”, producto del acoplamiento de un proton con algin otro. (ver Espectros
7y 16, pags. 93y 115)

Cada interaccion entre protones puede ser determinada tomando una seiial
de la diagonal y unirla con su par del otro lado de la diagonal a través de las
dos marcas (correspondientes a cada proton) en la diagonal de manera de
formar un cuadrado.

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

Hay que notar que en los espectros 'H-'H COSY, se muestran manchas
contorneadas de menor intensidad con respecto a las examinadas. Estas
manchas se deben a que también se pueden detectar a veces interacciones

entre nucleos enlazados a larga distancia (tres y hasta cuatro enlaces).

El espectro HMQC

El espectro HMQC* permite obtener informacion sobre la conectitividad®
3C-'H. En el espectro HMQC el espectro de 'H es presentado en el eje
horizontal y el espectro de °C de banda ancha desacoplada esta presente en el
eje vertical. Las coordenadas de cada seifial de correlacion dentro del diagrama
nos indica la conectividad (de un enlace) existente entre uno o mas nucleos.
(ver espectros 8y 17, pags. 96 y 118).

El término HMQC es un acronimo de secuencias de pulso usados para
correlaciones inversas de desplazamientos quimicos carbon-proton. Este
experimento es muy sensitivo y detecta correlacion de un solo enlace carbon-
proton en pocos minutos a diferencia de las 4 horas que necesita un

experimento HETCOR.

* HMQC: Heteronuclear Multiple Quantum Coherence (Correlacién heteronuclear de quantum multiple).
* Conectividad.- Acoplamiento entre nicleos separados a dos o mas enlaces.
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El espectro HMBC

El espectro HMBC® es una modificacion del espectro HMQC, y a
diferencia de este ultimo permite la determinacion de la conectividad 'H-"’C a
larga distancia (dos y tres enlaces), y de esta manera se puede solucionar
completamente los problemas que se presenta con los otros experimentos
bidimensionales, ya que brinda una informacién completa.

El diagrama de espectro es similar al del espectro HMQC, en el eje axial
vertical se presenta el espectro RMN"C y en el eje horizontal el espectro
RMN'H, y la determinacion de las correlaciones se puede efectuar de la
misma manera.

Su mayor aplicacion incluye las asignaciones de resonancias de nucleos de
carbonos y nitrogenos no protonados, y la correlacion de rango amplio de
carbonos protonados que estan separados por carbonos no protonados y otros

heteronucleos. (ver espectros 9 y 18, pags. 99y 121).

Espectroscopia de Infrarrojo, IR

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

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

A diferencia de los espectros de masas y de RMN, los espectros IR aiun de

moléculas muy simples pueden ser extremadamente complejos. Sin embargo,

* HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Coherence (Coherencia Heteronuclear de Enlace Miltiple).



52

el quimico organico toma ventaja de esta complejidad cuando compara el
espectro de un compuesto desconocido con aquel de una muestra de
referencia: la correlacion de las bandas de absorcion de ambos espectros es
una excelente evidencia de identidad. No es posible que dos compuestos
cualesquiera, excepto los enantiOmeros dopticos, tengan el mismo espectro
de IR.

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

Dado al hecho que contamos con los espectros de Masa y de RMN para la
identificacion de un compuesto organico, en la practica no se realiza un
analisis detallado del espectro de IR, limitandose a la identificacion de grupos

funcionales.

f) Espectroscopia de Ultravioleta, UV

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

La posicion de la absorcion UV se especifica como A,,s (nm), es decir la

longitud de onda del punto maximo de la curva de absorcion, la cual
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corresponde a la longitud de onda de la radiacion cuya energia es la requerida
para que se produzca una transicion electronica.

Los espectros de UV proporcionan menor informacion acerca de la
estructura de los compuestos, que aquella proporcionada por los espectros de
masas y de RMN, y se aplica principalmente y practicamente de manera

exclusiva al estudio de sistemas conjugados, tales como:



PARTE
EXPERIMENTAL
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PRESENTACION

Esta investigacion de la “Misha rastrera” (Datura candida) se inicia durante
el Per. Acad. 2002-1 (Abril-Agosto 2002) con el anélisis cualitativo (marcha
fitoquimica) de las semillas y tallos de esta planta como tema del curso CQ 561
- Proyecto de Tesis I, estudio que continud en el siguiente periodo académico
2002-2 (Setiembre-Diciembre 2002) con el analisis cuantitativo de alcaloides
presentes en la hojas de D. candida, como tema del curso CQ 562 - Proyecto de
Tesis I1.

Posteriormente, el tema de estudio de esta planta fue inscrito como tema de
Tesis de Licenciatura en Ciencias-Mencion Quimica, con numero de Registro
209 de fecha 04 de febrero del 2003 con el titulo “Estudio quimico de las hojas
de la misha rastrera flor blanca Brugmansia candida™.

Las hojas de “Misha rastrera” estudiadas en esta tesis fueron colectadas en el
mes de agosto de 2001 en la ciudad de Huancabamba (Dpto. Piura, 2000
m.s.n.m).

La primera parte del trabajo experimental, desde el secado de la planta hasta
la obtencion del Extracto Bruto de alcaloides, se realizaron en el ambiente de
Investigacion de Quimica de Productos Naturales (C3-175), en el periodo
comprendido entre enero del 2003 y enero del 2004, demandando un trabajo
aproximado de 6 meses de trabajo efectivo. Durante este periodo, no tuvimos
éxito en lograr la purificaciéon, mediante cromatografia en columna, de los
extractos de alcaloides.

La segunda parte del trabajo experimental, que consisti6 en la purificacion de
los Extractos Brutos de alcaloides mediante cromatografia en columna seguida
de cromatografia en capa preparativa, con el aislamiento de los alcaloides
escopolamina y norescopolamina, y la identificacion de estos alcaloides
mediante métodos espectroscopicos, fue realizada por el autor de esta tesis en el

Ambiente N° 425 perteneciente al Equipo 39 del Institut de Chimie des
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Substances Naturelles (ICSN), dirigido por el Dr. Christian Marazano, ubicado
en Gif sur Yvette (Francia), entre el 07 de agosto y el 13 de setiembre del 2006,
luego de los estudios de Master 2 que realicé en la Université de Paris - XI y en
el ICSN en el periodo Setiembre 2005-Julio 2006.

La ejecucion de esta tesis involucro la realizacion de cada una de las
etapas que comprende la investigacion fitoquimica, tal como se describe a

continuacion.

METODOLOGIA DE INVESTIGACION PARA EL ESTUDIO
QUIMICO (ALCALOIDES) DE PLANTAS MEDICINALES"

Trabajo Preliminar

A. Seleccion y coleccion de la planta

B. Estudio Etnobotanico y Etnomedicinal de la planta
C. Determinacion sistematica (identificacion botanica)

D. Estudio bibliografico

Trabajo experimental en el laboratorio (alcaloides)
Secado y molienda de la planta
E. Analisis cualitativo (marcha fitoquimica)
F. Analisis cuantitativo de alcaloides
G. Aislamiento de compuestos puros
a) Extraccion solido-liquido de la planta: Extracto Bruto Organico
b) Separacion liquido-liquido: Extracto Bruto de Alcaloides
c) Purificacion: Aislamiento de cada alcaloide puro
(Cromatografia/recristalizacion/preparacion de derivados)
H. Identificacion del compuesto puro
a) Proced. Clasicos: punto de fusion, composicion centesimal, CCF

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

*  Victor Reyna P., Libro de resimenes del Primer Curso Nacional de Plantas Medicinales y Fitoterapia-
Fito 2001, Instituto de Fitoterapia Americano, Lima, 06-12. Ago.2001, Pag. 26.
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TRABAJO PRELIMINAR

A. Seleccion y coleccion de la planta

Se selecciono el estudio de las hojas de Datura candida por dos motivos.
En primer lugar, por haber logrado colectar suficiente cantidad de material
vegetal para realizar el estudio quimico y, en segundo lugar, por tratarse de
una especie del mismo género que el Toe o “Misha Toro” (Datura
sanguinea), la cual estaba siendo investigada en nuestro laboratorio y que ha
sido tema de dos tesis de licenciatura correspondientes al estudio quimico de
sus semillas (Condoér, 2004) y hojas (Muedas, 2006).

Las hojas de “Misha rastrera” (D. candida) se colectaron en la provincia de
Huancabamba (Dpto. Piura) en tres lugares diferentes: en el Jardin Botanico
del Instituto de Medicina Tradicional INMETRA (ubicado en las afueras de la
ciudad), en el jardin de una casa en el barrio Chalaco de la ciudad, y en el
borde de la carretera de Huancabamba al distrito de Sondor, cerca al puente
Shantaco, el dia Jueves 2 de julio del 2001, durante el viaje que realizaron los
integrantes del Grupo de Investigacion de Quimica de Productos Naturales,
bajo la direccion del Dr. Victor Reyna Pinedo, colectandose 8,8 Kg de hojas

frescas.

B. Estudio etnobotanico y etnomedicinal

El empleo de plantas con constituyentes psicoactivos en la medicina
tradicional del Peri ha sido parte de un legado cultural de siglos. La
utilizacion de determinada planta esta condicionada a la distribucion de las
mismas a lo largo del territorio nacional, o de la tarea para la cual va a ser
utilizada. Entre estas plantas podemos mencionar a la coca (Erithroxylum sp.)
de amplia distribucion nacional; el "San Pedro" (Echinopsis pachanoi),

utilizadas por los curanderos del norte o el binomio "ayahuasca"
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(Banisteriopsis caapi) y "chacruna" (Psychotria viridis), utilizadas en la
preparacion de la bebida "ayahuasca" en toda la amazonia.

Las plantas del genero Darura también conocidas por nombres nativos
como borrachero, campanilla, maicoa, floripondia, huanto, toé o tanga, son de
amplia distribucion a lo largo de toda la cordillera de los andes.

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

Schultes (1976) sefala que en varias comunidades nativas del Peru utilizan
las Daturas para comunicarse con sus ancestros. Asimismo, sefiala que en
Matucana la gente indica que el uso de estas plantas ayuda a revelar los
tesoros escondidos en las huacas, de alli su apelativo de “huaca” o
“huacachaca” (planta de la tumba).

En el norte peruano al género Datura se le conoce como “mishas”. DeFeo
(2003) sefiala que D. candida (Pers.), a la que denomina “misha curandera”,
es utilizada como analgésico contra dolores traumaticos o reumaticos. Las
hojas frescas se colocan en la parte de dolor del cuerpo por 8 dias,
cambiandolos tan a menudo para mantener la parte afectada humeda. El tinte
es utilizado para eliminar dolores de cabeza por la absorcion a través de la
mucosa nasal (“shingada”), y simultanea frotacion de la cabeza y los
miembros con la misma preparacion; estas administraciones se repiten tres
veces al dia por 3 dias consecutivos.

De igual manera, Bussmann & Sharon (2006) reportan el uso de la
D. candida en forma oral y tdpica en la cura de diarreas, ulceras, quistes y la

proteccion contra el mal de aire, mal de ojo y de la envidia.
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En el Anexo 4 se describen las caracteristicas botanicas de esta planta.

C. Determinacion (identificacion) botanica

La “Misha rastrera” (Foto 1), fué identificada como Datura candida (Pers.)

Saff., por la M.Sc. Blga. Joaquina Alban Castillo’ (ver constancia en Anexo

5).

Foto 1. Hojas y flores de la Misha rastrera (D. candida), Huancabamba, Dpto. Piura,
agosto 2002 (Foto V. Reyna)

TRABAJO EXPERIMENTAL EN EL LABORATORIO

Secado Molienda de la planta

Las hojas de “Misha rastrera” se secaron en una estufa “Labor” a 40 °C,
durante cinco dias. La muestra seca se pulverizé a grano fino en un molino

doméstico.

* Jefa del Departamento de Etnobotanica y Botanica Econémica del Museo de Historia Natural y Profesora
Principal de la Facultad de Ciencias Biol6gica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (Lima-Peru).
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Analisis Cualitativo (Marcha Fitoquimica)

Muestra: 6 g de hojas secas y pulverizadas de “Misha rastrera” (D. candida).

Se realizaron tres analisis, con resultados similares:

Primer analisis: 22-24.Junio.2006 (muestra colectada cerca del puente
Shantaco, Huancabamba-Piura, 02.Julio.2001).

Segundo analisis: 23-26.Junio.2006 (muestra colectada en casa ubicada en el
barrio Chalaco, Huancabamba-Piura, 02.Julio.2001).

Tercer analisis: 12-13.Nov.2006 (muestra colectada en el Jardin Botanico del

INMETRA, Huancabamba-Piura, 02.Julio.2001).

2. Procedimiento: Reyna (1999-b), de acuerdo a Rondina & Coussio (1969) (ver

b)

Anexo 2).

Resultados
Las tres muestras analizadas dieron resultados similares, los cuales se detallan

en el Anexo 6 y se resumen a continuacion:

Contiene: Aminogrupos primarios y/o secundarios (+), grupos fenolicos
libres (++), triterpenos y esteroides (++), alcaloides (+++), catequinas (++),
taninos (+) y saponinas (+).

Convencion: Abundante (+++), regular (++), poco (+).

No contiene: Flavonoides, quinonas, antronas, antranoles y leucoanto-

cianidinas.

Analisis Cuantitativo de Alcaloides

Muestra: 10 g de hojas de “Misha rastrera” (D. candida). Se efectud el
estudio de una muestra de esta planta a la cual se le realiz6 dos analisis de

determinacion cuantitativa:
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Muestra colectada en casa ubicada en el Barrio Chalaco, Huancabamba-Piura,

02.Jul.2001.

1 Primer analisis 25.Feb.-12.Mar.2004.
11 Segundo analisis : 25.Feb.-12.Mar.2004.

Procedimiento (descripcion del primer analisis)

Referencia.- Hoet & Rios (1980).

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

Alcalinizacion con amoniaco concentrado NHj, 15 N
Se colocaron diez gramos (10g) de la muestra seca (sin desengrasar) en un
cartucho de tocuyo y se humedecié con 8 mL de amoniaco concentrado

NHja) 15 Ny se le dejo en reposo durante 1 hora.

Extraccion por solventes

A la muestra alcalinizada (que se encontraba dentro del cartucho y colocada
en el equipo soxhlet) se le adicion6 60 mL de una mezcla etanol/éter (20:40) y
se dejo macerar, a temperatura ambiente, durante una noche.

Seguidamente se adiciond a la mezcla anterior una cantidad adicional de la
misma mezcla de solventes y se extrajo en soxhlet (en bafio maria) durante 14
horas.

La mezcla organica se concentré en el rotavapor” (35°C, 200- 300 mbar), sin
llegar a sequedad, obteniéndose asi el Extracto Bruto Organico, de color verde

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

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

Extraccion del Extracto Bruto Orgdnico con solucion dcida
El extracto bruto organico se disolviéo con 50 mL de étér-cloroformo (1:1), se

coloco en un embudo de separacion de 250 mL y se extrajo con una solucion

* Rotavapor Bucchi R-118.



Pt
—
—

11

d)

62

de acido sulfurico HySOj (o) 0,5 N (5x50mL) hasta que la solucion organica
dié prueba negativa de alcaloides mediante el test de Mayer. Se elimind la

fase organica.

Alcalinizacion del extracto acuoso con disolucion de amoniaco
Los extractos acidos combinados (aprox. 250 mL) fueron llevados a pH 11

con amoniaco diluido.

Extraccion de alcaloides con solventes orgdnicos

El extracto acuoso basico se extrajo con una mezcla étér-cloroformo (1:1)
(5 x S0mL) hasta que la solucidon acuosa dio test de Mayer negativo. Se
eliming la fase acuosa.

Los extractos organicos se secaron con sulfato de sodio anhidro y, previa
filtracion, se transvasaron a un balon de 500 mL y se concentraron en el
rotavapor (35 °C, 200-300 mbar) hasta sequedad, obteniéndose el Extracto

Bruto de alcaloides.

Eliminacion de las bases volatiles

El sélido obtenido se disolvidé con una pequeiia cantidad de cloroformo y se
coloco durante 15 minutos en bafio maria. Esta solucion se llevo a concentrar
al rotavapor, para eliminar el solvente. Se repitio esta operacion un total de 5
veces. Esto proceso tuvo por objeto la eliminacion total de la base amoniaco
NH; ().

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

Bruto de Alcaloides (EBA = 29,7 mg) como una resina de color pardo.

Titulacion. Determinacién potenciométrica

El extracto bruto de alcaloides, contenido en un balon de 250 mL, se disolvio
con 20 mL de cloroformo. Luego, se agregé 30 mL de solucion estandarizada
de acido sulfirico HaSOjy,) 0,0238 N, con una pipeta graduada. El solvente

organico se eliminé en el rotavapor quedando una solucidon acuosa acida que
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contiene alcaloides en forma de sales, la cual se trasvas6 a un erlenmeyer de

150 mL.

Se tituld la solucion acida con una solucion estandarizada de hidréxido de
sodio NaOHy, 0,0203N, utilizando un potenciometro” con electrodo de vidrio
para determinar el punto de equivalencia. El analisis de la curva de titulacion

(ver Anexo 7) muestra que el punto de equivalencia corresponde a la adicion
de 27,9 mL de base, NaOH,,)
Calculo de la cantidad y del porcentaje de alcaloides en la muestra

Al agregar un exceso de solucion de acido sulfurico HSOg4nq (30 mL,

0,0238N) al Extracto Bruto de Alcaloides, ocurre la reaccion:

/OH
y se tiene que:
N°meq (H,S0,) en exceso = N°meq (H,SO,) total — N°meq alcaloide ()
donde:
N° meq (H,80,) total =N x V =0,0238 x 30 = 0,714 meq B

El acido sulfirico H;SO4, en exceso, que queda sin reaccionar con el
alcaloide, se titula con 27,9 mL de solucion de hidroxido de sodio NaOH,)

0,0203 N, segun la ecuacion:

H3SO4a)y + NaOHggey —*

y en el punto de equivalencia se cumple que:

* Potenciometro Mach EC20 (Laboratorio N°33 de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de

Ingenieria).
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N° meq. (H,S0,) en exceso = N° meq. (NaOH) )

i La cantidad de hidroxido de sodio (meq) se determina por la relacion:

N° meq (NaOH) = Nnaon X V naon
= 0,0203 N x 27,90 mL
N° meq naony = 0,566 meq

1v La cantidad de meq de acido sobrante se determina por la relacion (y):

A%

V1

N° de meq (H,50,) exceso = 0,566 meq

La cantidad (en meq) de alcaloides presentes se determina reemplazando las

cantidades (3) y (¢) en la relacion (a):

N° meq alcaloide = N° meq (H,S0,) total — N° meq (H,S0,) (exceso)
=0,714 meq — 0,566 meq
= 0,148 meq

La cantidad (en mg) de alcaloides (escopolamina) se determina teniendo en
cuenta que:

—m__

N°eq = e

1 Eq-g =
y q-g 0

donde O es el nimero de hidrogenos intercambiados en la reaccion acido-base
(para la escopolamina @ =1) y Mes el peso molecular de la sustancia (para la
escopolamina M = 303,36 g/mol).
Luego:

m =N°meq x M

m = 0,148 x 303,36

m = 44,9 mg de escopolamina (en 10 g de muestra seca)

vt El porcentaje de alcaloides en la muestra se determina por la relacion:

10g —» 100%

44,9 x 1073 g — % de alcaloides (como escopolamina)
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% de alcaloides (como escopolamina) = 44’9x1100 x100 _ 0,45%

En el segundo andlisis se obtuvo en mismo resultado (0,45%).

Nota.- Este resultado se encuentra comprendido en el rango de porcentaje de

alcaloides reportado en la literatura (pag. 8).

F. Aislamiento de compuestos puros

11

111

Como se describio en la metodologia de investigacion (pag. 56) el

aislamiento de compuestos puros comprende tres etapas:

Extraccion solido-liquido de la planta: para la obtencion del Extracto Bruto
Organico, EBO.

Separacion liquido-liquido: para la obtencion del Extracto Bruto de
Alcaloides, EBA.

Purificacion: para el aislamiento del compuesto puro.

Las muestras de la Misha rastrera (D. candida) utilizadas, secas y
pulverizadas, fueron colectadas en la ciudad de Huancabamba.

Las dos primeras etapas, hasta la obtencion del EBA, se realizaron en 5
oportunidades (ver Tabla 7, pag. 68).

La tercera etapa, la purificacion del EBA mediante técnicas
cromatograficas, se realizo en el Institut de Chimie des Substances Naturelles,
en Gif-sur-Ivette (Francia), entre los meses de agosto y setiembre del 2006,
habiendo logrado la purificacion de los alcaloides escopolamina y
norescopolamina. Un ensayo de purificacion mediante cromatografia en
columna, realizado en nuestro laboratorio de la UNI, no proporciond
resultados favorables.

Ahora se procedera a describir el procedimiento realizado en cada una de

estas etapas, hasta lograr la obtencion de alcaloides puros.
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Extraccion solido-liquido: Obtencion del Extracto bruto organico

(descripcion del primer ensayo)

Desengrase con n-hexano

En un frasco erlenmeyer de 1 L se colocé 150 g de la muestra y se adiciono
300 mL de n-hexano. La mezcla se puso en agitacion’, a temperatura
ambiente, durante 10 horas, y luego se dejo en reposo hasta el dia siguiente.

El liquido sobrenadante de color verde oscuro fue separado por decantacion y
luego con ayuda de una pipeta volumétrica de 50 mL. Al sé6lido restante se
adiciond una nueva porcion de 300 mL de n-hexano y se colocé bajo
agitacion. Este procedimiento se realizé 23 veces.

Finalmente, el s6lido himedo se transfirié a una bandeja de 17 cm x 26 cm,
cubierta con papel de aluminio y se dejé secar al aire a la temperatura del

ambiente.

Extraccion con solventes

La muestra seca se colocé nuevamente en un frasco erlenmeyer de 1L y se le
adicion6 300 mL de metanol. La mezcla fue sometida a dos horas de
agitacion*, y se dejo en reposo durante toda la noche.

Al igual que en la etapa anterior el liquido sobrenadante de color verde oscuro
fue separado con una pipeta volumétrica de S0 mL y la muestra fue macerada
con 300 mL de metanol. Esta operacion se repitid una tercera vez,

verificandose con el test de Mayer la extraccion total de alcaloides.

Eliminacion del solvente

Los extractos metanolicos, se juntaron y luego se concentraron en el
rotavapor (30-40 °C, 200 mbar), hasta sequedad, obteniéndose el Extracto

Bruto Organico, de color verde oscuro, que pesé 12,6g.

* Para la agitacion se utiliz6 un agitador eléctrico de eje flexible con paleta de vidrio MLW ERI10.
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Separacion liquido-liquido: Obtencion del Extracto bruto de alcaloides

(descripcion del primer ensayo)

Disolucion del extracto bruto organico con solucion acida

El extracto bruto organico se disolvié en 20 mL de cloroformo y se coloco en
un embudo de separacion de 250 mL. Esta solucion se extrajo con 100 mL de
acido clorhidrico HCl 4 1N.

Esta operacion se repitio tres veces. La solucion organica remanente dio
prueba negativa de alcaloides (test de Mayer) y se descarto.

Los extractos acuosos acidos, de color marron claro, se reunieron (volumen

total = 300 mL) y se colocaron en un embudo de separacion de 1 L.

Alcalinizacion del extracto con solucion de amoniaco NHj,) 15 N

La disolucion acuosa acida se alcalinizo con 110 mL de NHj,) 15 N hasta

pH = 11. Se observo el oscurecimiento de la disolucion.

Extraccion de alcaloides con solventes organicos

La fase acuosa basica (en el embudo de separacion) se extrajo con 100 mL
cloroformo (x3) y 100 mL de diclorometano (x2). La fase acuosa quedoé
exenta de alcaloides (test de Mayer negativo).

Los extractos organicos se colocaron en un balon de 2 L y se concentraron en
el rotavapor (35-40 °C, 200 mbar) hasta sequedad.

Sobre el residuo de alcaloides se agregé 100 mL de cloroformo y se llevo a
sequedad en el rotavapor (35-40°C, 200 mbar), repitiéndose esta operacion un
total de cinco veces. Esto tiene por objeto eliminar las bases volatiles
(amoniaco, NHj(,)) que estuvieran disueltas en el extracto.

Finalmente, se obtuvo 153,3 mg del Extracto Bruto de Alcaloides (EBA.1),
como un gel, de color marrén claro. El analisis por CCF nos indica que el

extracto contiene escopolamina.
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Siguiendo este mismo procedimiento se lograron aislar en el laboratorio
cinco extractos brutos de alcaloides, cuyas cantidades se muestran en la Tabla

7.

Tabla 7. Obtencion de los Extractos brutos de alcaloides — EBA.

Codigo Material vegetal
dela Masa Procedencia (fecha Masa(:lel)EBA
muestra (g) de coleccién) &
EBA.1 153
Barrio chalaco
EBA.2 150 (02.Ag0.01) 119
EBA.3 135
Puente Shantaco
EBA.4 600 (02.Ag0.01) 1964
Jardin Botanico
EBA.S 300 (02.Ag0.01) 827

Purificacion por cromatografia

Los procedimientos cromatograficos que se realizaron para la purificacion
del Extracto Bruto de Alcaloides fueron los siguientes:

Anadlisis preliminar por cromatografia de capa fina-CCF (ver Sec. 4)
Cromatografia en columna-CC (ver Sec. 5)
Cromatografia en placa preparativa-CPP (ver Sec.6)

Los procedimientos de CCF y CC se realizaron tanto en los laboratorios de
la UNI en Lima, como en el Institut de Chimie des Substances Naturelles -
ICSN de Gif-Sur-Ivette (Francia); mientras que todas las CPP se realizaron en
el ICSN (Francia).

La purificacion del EBA y la obtencion de los dos alcaloides, la
escopolamina y la norescopolamina, se logré durante la estadia en el ICSN
(Francia) mediante tres purificaciones consecutivas, las dos primeras
mediante CC y la purificacion final por CPP, tal como se describe en las

Sec.5 y Sec.6, y se resume esquematicamente a continuacion:
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EBA .4
(1560 mg)
1. CCl1
Oxido de aluminio
CH,Cl,/MeOH
fl
(1190 mg)
2. CC2 (482 mg de 1)
Silica gel
CH,Cl,/MeOH
; ]
f12-f16 f17-£23
(195 mg) (83 mg)
CPP2 CPP1

(70 mg de f12-f16)

l } v 1

C D A B
(45 mg) (8 mg) (20 mg) (10 mg)
CCF, R¢= 0,67 CCF,R¢=0,42 CCF, R¢=0,67 CCF,R¢=0,42
RMTJ'H RMTI'H RMi\l'H RMI\I‘H
Escopolamina Norescopolamina Escopolamina Norescopolamina

Figura 11. Esquema de purificacion por cromatografia del EBA .4

Analisis preliminar por cromatografia en capa fina—CCF

El objetivo de este procedimiento preliminar es seleccionar el eluente mas
eficiente para realizar posteriormente la purificacion del extracto bruto de
alcaloides por cromatografia en columna (CC) y/o cromatografia en placa

preparativa (CPP).
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Condiciones de trabajo

Muestra: Extracto Bruto de Alcaloide (EBA.4), obtenida en la Sec. F
precedente (pag. 65).

Referencia: Patron de escopolamina (R¢= 0,66) y de atropina (R¢= 0,1).

Placa: Placa de Silica. Kieselgel 60 F,s;, 0,2 mm (Riedel de Haén, DC).
Eluente: Cloroformo-metanol (1:1).

Revelador: Reactivo de Dragendorff modificado por Munier.

Procedimiento: La aplicacion de las muestras, el desarrollo del
cromatograma y el revelado de las placas son procedimientos descritos en los

textos y guias de practicas de quimica organica.

Observaciones: El resultado de este trabajo preliminar nos indica la presencia
de dos alcaloides (Rf = 0,66 y Ry = 0,2), que tienen un polaridad
marcablemente diferenciada, lo cual ayud6 para su separacion mediante

columna cromatografica.

Cromatografia en columna—-CC

El objetivo de este procedimiento cromatografico, es obtener fracciones
enriquecidas, y si fuera posible puras, del alcaloide que se quiere purificar.

Debido a la complejidad de la mezcla de alcaloides y con la finalidad de
obtener compuestos completamente puros se desarrollaron dos columnas
cromatograficas, la primera utilizando como adsorbente Oxido de Aluminio y
la segunda utilizando silica gel. El procedimiento llevado a cabo para ambas

columnas se describe a continuacion.

5.1. Cromatografia en columna 1 - CC1

a)
1

11

Condiciones de trabajo

Muestra: EBA.4 (1560 mg), ver seccion. F.2.

Caracteristicas de la Columna: @ = 2,6 cm; altura del absorbente: 13,5 cm.
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Adsorbente: 65 g de Oxido de Alumnio 90 estandarizado — Merck. Grado de
actividad II-III.

Eluente: Mezclas de diclorometano y metanol, de polaridad creciente.

Procedimiento (El esquema del dispositivo experimental se ilustra en el

Anexo 8)

En la base de la columna se colocé una pequefia cantidad de algodén con la
finalidad de impedir la salida del absorbente. Seguidamente, se agregd
diclorometano hasta tres cuartos de altura de la columna para finalmente
agregar de manera homogénea la alimina hasta una altura de 20 cm.

Luego, se aplico aire comprimido a través de la columna produciéndose la
disminucion en la altura de la alimina producto de la compresion. Se retir6 el
sistema de presion, se agregé mas eluente a la columna y se volvié aplicar
aire comprimido. La adiciéon de solvente continué hasta que no se observo
cambio en la altura del adsorbente. Ademas, se verifico que el flujo de salida
del solvente fuera de aproximadamente 85 gotas/minuto y durante toda la
separacion se tuvo cuidado de que el nivel del eluente no descendiera por
debajo de la parte superior del empaque de absorbente.

El extracto bruto de alcaloides — EBA.4 se disolvi6é en la minima cantidad
posible de cloroformo” y la disolucién se colocé con ayuda de una pipeta
sobre la parte superior del empaque de adsorbente. Se hizo eluir el extracto
aproximadamente 1 cm. Finalmente, se colocé una capa de arena en la parte
superior del empaque.

Se adicion6é cuidadosamente diclorometano y se eluyd la columna hasta
recibir una fraccion de 100 mL de eluente en un balon de 250 mL; a esta
fraccion se le denomino fraccion 1, fl.

El diclorometano puro se cambi6 por mezclas de diclorometano y metanol de

polaridad creciente.

* La muestra se solubilizoé en cloroformo debido a que presentaba mejor solubilidad en este solvente.
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Todas las soluciones presentaban una coloracion amarilla de diferentes

intensidades, y fueron llevadas a sequedad en el rotavapor (35°C, 100 PSI).

Resultados

Se obtuvieron 12 fracciones, las cuales contenian sustancias de color pardo-

marron de aspecto resinoso y cuyos pesos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna 1 - CC1

Volumen de la Masa del
Fraccion Eluente fraccion extracto
(mL) (mg)
fl DCM 100 1190
2 1% DCM-MeOH 100 62
f3 5% DCM-MeOH 100 3
f4 10% DCM-MeOH 100 1
f5 25%DCM-MeOH 100 11
f6 50%DCM-MeOH 100 26
f7 MeOH 200 15

Nota.- DCM = diclorometano, MeOH = metanol.

La cromatografia en capa fina (CCF) de estas fracciones mostro la presencia
de alcaloides en las fracciones 1 y 2, debido a que revelaron positivo frente al
reactivo de Dragendorff.

El analisis de resonancia magnética nuclear de proton de la fraccion 1 (ver
Anexo 9) indic6 la presencia de escopolamina junto con otro alcaloide, por lo
que se requeria realizar una purificacion adicional a esta fraccion.

Los alcaloides deberian separarse bien sobre un adsorbente polar, como la
alamina, pero los resultados no fueron satisfactorios: casi toda la muestra fue
eluida con el primer eluente (diclorometano, ver Tabla 8). Por ello se decidi6
realizar una segunda cromatografia en columna, esta vez utilizando silica gel

como adsorbente (ver Sec. F.5.2).
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5.2. Cromatografia en columna 2 (CC2)

a)
1
1

111

1v

b)

11
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11
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Condiciones de trabajo

Muestra: 482 mg de CC1.f1.

Caracteristicas de la Columna: @ = 1,9 cm, 4 adsorbente: 14,5 cm (14g).
Adsorbente*: Silice SDS 60A CC (Granulometria 35-70 pm;
superficie masica: 550 m*/g; pH (5% suspensién) = 7).

Eluente: Mezclas de diclorometano y metanol, de polaridad creciente.

Procedimiento

La preparacion de la columna, la colocacion del empaque de silice y la
introduccion de la muestra se realizaron tal como se describid
precedentemente.

Se adiciond cuidadosamente diclorometano sobre el empaque y se hizo eluir
la columna hasta recibir fracciones de aproximadamente 8 mL, en tubos de
13x100 mm.

Se continud la eluciéon de la columna con mezclas de diclorometano y

metanol, de polaridad creciente.

Resultados

Se obtuvieron en total 33 fracciones, todas ellas presentaban una coloracion
amarilla con diferentes intensidades. El analisis mediante CCF de las
fracciones, utilizando el reactivo de Dragendorff como revelador, permitio
juntar las fracciones que tenian un contenido similar de alcaloides.

Las fracciones una vez reunidas se llevaron a sequedad en el rotavapor
(35 °C, 100 PSI) y luego pesadas. Los resultados se muestran en la Tabla 9.
El andlisis de resonancia magnética nuclear de proton de las fracciones f12-
f16 y f17-f23 indicé la presencia de dos compuestos. Luego, se separaron

tales mezclas mediante cromatografia en placa preparativa.
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Tabla 9. Fracciones obtenidas en la cromatografia en columna 2 - CC2

Codigo de la Peso del extracto
.. Eluente
fraccion (mg)
9-f11 10% DCM-MeOH 103
f12-f16 10% DCM-MeOH 195
f17-123 10% DCM-MeOH 83
f28-133 25% DCM-MeOH 63

Cromatografia en placa preparativa-CPP

Se realizaron las purificaciones de las fracciones f12-f16 y f17-f23,
respectivamente, mediante cromatografia en capa preparativa de cada una de

dichas fracciones por separado.

6.1. Cromatografia en placa preparativa 1 - CPP1

a) Condiciones de trabajo

1

11

111

1V

Muestra: f17-f23 (83 mg), ver Tabla 9.
Adsorbente: Placas de Silice F254, 2mm de espesor (Merck).
Eluente: Cloroformo-EtOH-NHj; (100:10:1) (Volumen: 150 mL).

Revelador: Reactivo de Dragendorff modificado por Munier.

b) Procedimiento

1

La aplicacion de las muestras, la elucion™ cromatogrifica, la identificacion
de la porcion de la placa que contiene el compuesto de interés y la
recuperacion a partir de las placas son procedimientos descritos en los textos y

guias de practicas de quimica organica.

La muestra se dividid en tres porciones y estas se aplicaron en tres placas

cromatografica diferentes.

* Eluci6n consiste en el ascenso del solvente por la propiedad de capilaridad.
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Las muestras se aplicaron a 2 cm del borde de la placa cromatografica con
ayuda de una pipeta pasteur y se realizaron dos elusiones consecutivas de la
misma placa.

Luego de la segunda elucion, se cubrido la placa con papel de aluminio,
dejandose descubierto una distancia de 2 cm del lado derecho. El revelado con
el reactivo de Dragendorff indicé nuevamente la presencia de dos alcaloides,
denominando A al compuesto de mayor R¢y B al de menor Ry.

Con ayuda de la luz UV y de una espatula de metal se delimitaron las dos
zonas correspondientes a los dos alcaloides diferentes (A y B), y se procedid a
raspar suavemente el adsorbente con ayuda de una espatula de 0,5 cm de
ancho, recibiéndose en papel de aluminio.

Los alcaloides contenidos en el adsorbente se recuperaron por percolacion.
Para ello se prepar6 un sistema de filtracion, colocandose un embudo de
vidrio, con una pequefia cantidad de algoddn, sobre un aro fijado a un soporte.
Luego, se coloco el adsorbente en el embudo y se hizo pasar 10 mL de
metanol. La solucién ligeramente amarilla se recogié en un balon de 25 mL y

se llevo a sequedad (35°, 90PSI).

Resultados

Se obtuvieron dos alcaloides de diferentes Ry:

A=20mg (Rf=0,67, corresponde a la escopolamina).

B=10mg (Rf= 0,42, corresponde a la norescopolamina).

Se obtuvieron inmediatamente los espectros de RMN'H:

A: Espectro 3: Corresponde a la escopolamina.

B: Espectro 12: Corresponde a la norescopolamina.

Se solicitd” los espectros de masas (HRMS) de ambas fracciones, con los
siguientes resultados:

A: Espectro 1: Corresponde a la escopolamina.

* Servicio de Analisis por Espectrometria de Masas del ICSN de Gif-Sur-lvette
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B: Espectro 10: Corresponde a la norescopolamina.

6.2. Cromatografia en placa preparativa 2 — CPP2

a)
1
11
111

1v

b)

11

111

Condiciones de trabajo

Muestra: f12-f16 (70 mg)", ver Tabla 9.
Adsorbente: Placas de Silice F254, 2mm de espesor, (20 x 20cm) (Merck).
Eluente: Cloroformo-EtOH-NH; (100:10:1) (Volumen: 150 mL).

Revelador: Reactivo de Dragendorff modificado por Munier.

Procedimiento
El procedimiento seguido para la resolucion de esta placa preparativa es el

mismo descrito para CPP1 (ver item precedente).

Resultados

Se obtuvieron dos alcaloides de diferentes Ry:

C =45 mg (Rf= 0,67, corresponde a la escopolamina).

D = 8 mg (R¢= 0,42, corresponde a la norescopolamina).

Se obtuvieron inmediatamente los espectros de RMN'H:

C: Espectro 3: Corresponde a la escopolamina.

D: Espectro 12: Corresponde a la norescopolamina.

Se solicitaron los espectros de masas (HRMS) de ambas fracciones, con los
siguientes resultados:

C: Espectro 1: Corresponde a la escopolamina.

D: Espectro 10: Corresponde a la norescopolamina.

Conclusion: A partir del extracto bruto de alcaloides obtenido de las hojas de
la “Misha rastrera” (Datura candida) se lograron aislar los alcaloides

mayoritarios, escopolamina (principal) y norescopolamina.

* Solo se tomaron 70 mg de muestra (de los 195 mg obtenidos para f12-16) debido a la carencia de mas placas

para realizar el analisis.
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Identificacion Espectroscopica de la escopolamina®

La determinacion estructural de la escopolamina obtenida de las hojas de la
“Misha rastrera” (D. candida) se realiz6 mediante el analisis de sus espectros
de Masas (HRMS e IE), RMN'H, RMN"’C, COSY, HMQC, HMBC e IR.

La muestra analizada fue la fraccion A obtenida en la seccidon precedente

(CPP1, pag. 74).

Espectro de masas - HRMS (Espectro 1)

Condiciones de trabajo

Equipo: Espectrometro de masas Waters — Micromass. Tipo: ESI-TOF. Modo
de Ionizacion: ESI/Alta resolucion.

Laboratorio: Laboratorio de Espectrometria de Masas. Institut de Chimie des
Substances Naturelles - ICSN, Gif-sur-Ivette, Francia.

Operador: Personal especializado del laboratorio — ICSN.

Fecha: 21.Ago.06.

Muestra: Alcaloide A (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

m/z: 304,1 (100%, [M + H]"); 305,2 (10,3%, [M + 2H]"); 326,2 (4,3%,
[M + Na]).

Analisis del espectro

El pico a 304,1 y 305,2 m/z corresponde a los iones formados por la
molécula con uno y dos atomos de hidrogeno respectivamente. El pico a 326,6
representa al ion formado por la molécula con un atomo de sodio.

Luego, la masa del compuesto aislado sera 303,1. El valor de masa exacta

dado por el equipo es 304,1549.

* Todos los espectros (Masas, RMN'H, RMN"*C, etc.) fueron obtenidos durante la estadia de investigacién que

realizo el autor de esta tesis en el ISCN de Gif-Sur-lvette (Francia).
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Espectro de masas — EI (70eV) (Espectro 2)

Condiciones de trabajo

Equipo: Espectrometro de masas Thermo-Finnigan. Tipo: GC/MS
Quadripole. Modo de Ionizacion: IE.

Laboratorio: Laboratorio de Espectrometria de Masas, Institut de Chimie des
Substances Naturelles - ICSN, Gif-sur-Ivette, Francia.

Operador: Personal especializado del laboratorio — ICSN.

Fecha: 21.Ago.06.

Muestra: Alcaloide A (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

m/z: 303 (8,8%, i6n molecular); 154 (17,3%); 138 (90,9%); 136 (45,2%); 94
(pico base, 100%).

Analisis del espectro

La identificacion de los cinco fragmentos idnicos correspondientes a los
picos m/z 303, 154, 138, 136 y 94, y las ecuaciones de fragmentacion
respectivas, se han descrito precedentemente (pag. 15).

El espectro de masas de la escopolamina obtenida a partir de las hojas de la
misha rastrera (Datura candida) es similar al espectro registrado por Vitale et

al. (1995), ver seccion Sec. [.4.a (pag. 15).

Conclusion

Existe correspondencia entre el espectro de masas EI obtenido para nuestro

compuesto y aquel publicado en la bibliografia para la escopolamina.
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Espectro 2. Espectro de masas EI de la escopolamina obtenida de las hojas de D. candida.
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Espectro de RMN'H (Espectro 3)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300 (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles - ICSN, Gif sur Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 13.Set.06.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Alcaloide A (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

o (ppm): 1,34 (1H, d); 1,58 (1H, d); 2,03 (1H, ddd); 2,12 (1H, ddd) 2,45
(3H, s); 2,67 (1H, d); 2,76 (1H, s) 2,98 (1H, dd); 3,12 (1H, dd); 3,38 (1H, d);
3,75 (1H, dd); 3,81 (1H, dd); 4,16 (1H, dd), 5,02 (1H, t); 7,22(1H-p, m);
7,31(2H-0, m); 7,44 (2H-m, m).

Analisis del espectro

La correspondencia entre los valores de desplazamientos quimicos y cada
uno de los protones, asi como los valores de las constantes de acoplamiento”,
pertenecientes a la estructura de la escopolamina se indican en la estructura de

la molécula (Figura 12) y en la Tabla 10.

Conclusion

El espectro RMN'H obtenido corresponde a lo esperado para la estructura

de la escopolamina.

° Para ver la determinacion de la constantes de acoplamiento ver el Anexo 1. Los valores de desplazamientos
quimicos y de las constantes de acoplamiento han sido calculados con la ayuda del programa NMRnotebook en
base a los archivos obtenidos del equipo Bruker AC-300.



Tabla 10. Datos del espectro RMN'H de la escopolamina (300 MHz) en CDCl;

8 N’ .de fitomo T('ll:’ g::;lt::ltizsn(tl: Integracion
(ppm) Hidrogeno Sefial (Hz)
1,34 H-2eq d 15,3 IH
1,58 H-4eq d 15 1H
2,03 H-2ax ddd 15,3/5,4/ 4,0 1H
2,12 H-4eq ddd 15/ 5,4/ 4,0 1H
2,45 H-9 s - 3H
2,67 H-7 d 3,0 1H
2,76 H-4° s - 1H
2,98 H-1 dd 4,0/2,0 1H
3,12 H-5 dd 4,0/2,0 1H
3,38 H-6 d 3,0 1H
3,75 H-2’ dd 8,6/5,3 1H
3,81 H-3’b dd 10,6/5,3 1H
4,16 H-3’a dd 10,6/8,6 1H
5,02 H-3 t 5,4 1H
7,22 H-p dd 7,8/1,8 1H
7,31 H-o d 1,8 2H
7,34 H-m dd 7,3/1,8 2H

\ \\\\\ '—hm

Iy

||I||5C_
)]

Hgb,

, L

Figura 12. Asignaciones de los atomos de hidrogeno en la escopolamina.
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Espectro 3. Espectro de RMN 'H (300 MHz) de la escopolamina obtenida de las hojas de D. candida.
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Espectros de RMN Bc (Espectros 4,5y 6)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif-sur-Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 13.Set.06.

Solvente: CDCls;.

Muestra: Alcaloide A (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro DEPT-90 (Espectro 4)

Este espectro muestra inicamente los carbonos terciarios.

o (ppm): 54,3; 55,9; 56,4, 57,7, 57,8; 66,7; 128; 128,1; 129.

Caracteristicas del espectro DEPT-135 (Espectro 5)

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

Seriales de la parte superior:

o (ppm): 42,1; 54,3; 55,9; 56,4; 57,7, 57,8; 66,9; 128; 128,1; 129.
Senales de la parte inferior:

o (ppm): 30,7; 30,9; 64.

Caracteristicas del espectro de desacoplamiento de proton de banda

ancha (Espectro 6)

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

o (ppm): 30,7; 30,9; 42,1; 54,3; 55,9; 56,4; 57,7; 57,8; 64; 66,9; 128;
128,1; 129; 135,6; 171,9.
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Analisis de espectros DEPT-90 y DEPT-135

Carbonos terciarios (CH)

Las nueve sefiales presentes en el espectro 4 (DEPT-90) corresponden a
carbonos terciarios (CH):

o (ppm): 54,3 (C-2); 55,9 (C-7); 56,4 (C-6); 57,7 (C-1); 57,8 (C-5); 66,9
(C-3); 128 (C-p); 128,1 (C-0); 128,7 (C-m).

Carbonos primarios (CHj)

En el espectro 5 (DEPT-135) las 10 sefiales de la parte superior corresponden
a los carbonos primarios (CHj3) y terciarios (CH); luego la sefial del anico
carbon primario presente en la molécula se obtiene restando las sefiales de los
carbonos terciarios, por lo que la sefial del carbono primario sera:

o (ppm): 42,1 (C-9).
Carbonos secundarios (CH,)

Las tres sefiales de la parte inferior del espectro DEPT-135 corresponden a los
carbonos secundarios (CH,).

o (ppm): 30,7 (C-2); 30,9 (C-4); 64 (C-3’).

Por lo tanto, la identificacion (asignacion) de cada atomo de carbono en la

estructura de la escopolamina se ilustra en la Figura 13 siguiente:

B

Figura 13. Asignacion de los atomos de carbono en la escopolamina
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f) Analisis del espectro de Desacoplamiento de proton de banda ancha
Adicionalmente a las seiiales registradas en los espectros DEPT-90 y
DEPT-135, este espectro muestra dos sefiales a 6 = 135,6 y 171,9 ppm, que
corresponden a los dos atomos de carbonos cuaternarios C-1’ y C-i de la

molécula de escopolamina.

En resumen, los atomos de carbono de la molécula de escopolamina

tendrian los valores de desplazamiento quimico (8) indicados en la Tabla 11.

Tabla 11. Desplazamientos quimicos & (ppm), de los 4tomos de carbono de la

escopolamina en CDCl3

o . N*de Tipo de
(ppm) afomo de carbono
carbono
30,7 C-2 CH; (secundario)
30,9 C-4 CH; (secundario)
42,1 C-9 CHj; (primario)
54,3 C-2 CH, (secundario)
55,9 C-7 CH (terciario)
56,4 C-6 CH (terciario)
57,7 C-1 CH (terciario)
57,8 C-5 CH (terciario)
64,0 C-3’ CH,; (secundario)
66,9 C-3 CH (terciario)
128,0 C-p CH (aromatico)
128,1 C-o C (aromatico)
129,0 C-m CH (aromatico)
135,6 C-i CH (aromatico)
171,9 C-1 C (C=0)

d) Conclusion
Los espectros DEPT-90, DEPT-135 y Desacoplamiento de proton de banda
ancha presentados corresponden a lo esperado para la estructura de la

escopolamina.
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Espectro 6. Espectro RMN “C (75,4 MHz) de la escopolamina obtenida de las hojas de D. candida.
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Espectro 'H-'"H COSY (Espectro 7)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif sur Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 13.Set.06.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Alcaloide A (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

La cantidad de marcas simétricas, a lo largo de un lado de la diagonal del
espectro, indica el nimero de acoplamientos. Luego, existen en total once

acoplamientos entre los diferentes protones de la molécula (ver Espectro 7).

b) Analisis del espectro

11

111

1v

La primera ampliacion de un segmento del espectro (0 - 3,5 ppm) muestra,
con la ayuda de lineas, los acoplamientos existentes entre todos los protones
correspondientes al ciclo tropanico, los cuales se indican a continuacion

(Figura 14.a):

H2-eq se acopla con H2-ax y H-1, linea negra y continua.

H4-eq se acopla con H4-ax y H-5, linea celeste y segmentada (- - - -).
H2-ax se acopla con H-1, linearoja y segmentada (- e - e -).

H4-ax se acopla con H-5, linea rosada y con puntos (....).

H-7 se acopla con H-6, linea verde y segmentada(--ee--ee--),

La ampliacion de un segundo segmento (2 - 5,5 ppm) muestra los
acoplamientos de dos protones de ciclo tropanico y los que se encuentran

exteriores a este (Figura 14.b).
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1 H-2ax y H-4ax se acoplan con H-3, lineas rojas y continuas.

u H-2’ y H-3’b se acoplan con H-3’a, lineas azules y segmentadas (- - - -).

H-4¢q H2-¢q
i
' g - ---- {0
|
|
0 a 1 @
| o 0
. ' i
B'w ' i
| :
o ® !
i ' @ ................ _@ O 0
@‘ : 0o
l @ ......... -6
§_W“ 34 32 3 28 28 24 22 z:””ﬁs'r”fe'v'jﬂ':”'.“rﬁ'

2§
|
2

. 0"y "
1 @—ﬁ
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-
i
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ppm 5 48 48 44 42 4 386 36 34 32 3 28 26 24 2.2 2 203

Figura 14. Espectro COSY (300 MHz) de la escopolamina en CDCls: a) Seccion de 0-3,5
ppm y b) Seccion de 2-5,5 ppm.
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Por tanto, podemos resumir todos los resultados en la Tabla 12.

Tabla 12. Correlaciones COSY y constantes de acoplamientos 'H-'H de la escopolamina.

N° de atomo

de o Correlaciones lH-.'H y constantes
hidrégeno (ppm) de acoplamiento (Hz)
H-2eq 1,34 H-2ax (15,3); H-1 (2,0)
H-4eq 1,58 H-4ax (15,0); H-5 (2,0)
H-2ax 2,03 H-2eq (15,3); H-3 (5,4); H-1 (4,0)
H-4ax 2,12 H-4eq (15,0); H-3 (5,4); H-5 (4,0)
H-7 2,67 H-6 (3,0)
H-1 2,98 H-2ax (4,0); H-2eq (2,0)
H-5 3,12 H-4ax (4,0); H-4ax (2,0)
H-6 3,38 H-7 (3,0)
H-2’ 3,75 H-3’a (8,6); H-3’b (5,3)
H-3’b 3,81 H-3’a (10,6); H-2" (5,3)
H-3’a 4,16 H-2’ (10,6); H-3’b (8,3)
H-3 5,02 H-2ax (5,4); H-4ax (5,4)

d) Conclusion
Existe correspondencia entre el espectro COSY obtenido para nuestro

compuesto y aquel publicado en la bibliografia.
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6. Espectro '"H-">C HMQC (Espectro 8)

a) Condiciones de trabajo

1 Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

u Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif sur Ivette, Francia.

i1 Operador: Billy Cabanillas.

1v Fecha: 13.Set.06.

v Solvente: CDCl;.

vl Muestra: Alcaloide A (CPP1/f17-23, pag. 74).

b) Caracteristicas del espectro

En este espectro se presentan 14 marcas correspondientes a las

correlaciones C-H a través de un solo enlace (ver Espectro 8).

c) Analisis del espectro

Las correlaciones HMQC entres los atomos de carbono e hidrégeno de la
molécula muestran concordancia con la conectividad C-H indicada en los

espectros de RMN'H y RMN"’C.

Luego, podemos resumir los resultados en la Tabla 13.

e) Conclusion

Existe correspondencia entre la conectividad C-H, a través de un solo

enlace, esperada para la escopolamina.
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Tabla 13. Correlaciones 'H-">C del espectro HMQC de la escopolamina en CDCl,

(300 MHz).
N° de
atomo de Hidrogenos correlacionados
carbono (ppm)
C-2 30,2 H-2eq , H-2ax
C-4 30,9 H-4eq , H-4ax
C-9 42,1 H-9
C-13 54,3 H-11
C-7 55,9 H-7
C-6 56,4 H-6
C-1 57,7 H-1
C-5 57,8 H-5
C-14 64,0 H-12a, H-12b

C-3 66,9 H-3
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Espectro 'H-"C HMBC (Espectro 9)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif sur Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 13.Set.06.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Alcaloide A (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

En este espectro se presentan las marcas correspondientes a las

correlaciones C-H a través de uno, dos o tres enlaces (ver Espectro 9).

Analisis del espectro

Las correlaciones HMBC entres los atomos de carbono e hidrogeno de la
molécula muestran concordancia con la conectitividad C-H indicada en los

espectros d¢ RMN'H y RMN"C.

Luego, podemos resumir los resultados en la Tabla 14.

Conclusion
Existe correspondencia entre la conectividad C-H a través de uno, dos y

tres enlaces, esperada para la escopolamina.
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Tabla 14. Correlaciones 'H-">C del espectro HMBC de la escopolamina en CDCls;.

N dedtomoide . Hidroégenos correlacionados
carbono (ppm)
C-2 30,7 H-1, H-4eq
C-4 30,9 H-2eq, H-3, H-5
C-9 42,1 H-1, H-5,
C-2 54,3 H-3’a, H-3’b
C-7 55,9 H-1
C-6 56,4 H-1, H-5
C-1 57,7 H-2ax, H-3, H-6
C-5 57,8 H-3, H-6, H-7, H-9
C-3 64,0 H-2’
C-3 66,9 H-2ax, H-2eq, H-4ax, H-4eq
C-p 128,0 H-o
C-o 128,1 H-2’
C-m 129,0 H-m
C-i 135,6 H-2’, H-m
C-r 171,9 H-3, H-2’, H-3’a, H-3’b
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Identificacion Espectroscopica de la norescopolamina®

La determinacion estructural de la norescopolamina obtenida de las hojas
de la “Misha rastrera” (D. candida) se realiz6 de la misma manera que para la
escopolamina mediante el analisis de sus espectros de Masas (HRMS e IE),

RMN'H, RMN"C, 'H-'H COSY, 'H-">C HMQC, 'H-"C HMBC ¢ IR.
Espectro de masas — HRMS (Espectro 10)

Condiciones de trabajo

Equipo: Espectrometro de masas Waters — Micromass. Tipo: ESI-TOF. Modo
de Ionizacion: ESI/Alta resolucion.

Laboratorio: Laboratorio de Espectrometria de Masas, Institut de Chimie des
Substances Naturelles - ICSN, Gif-sur-Ivette, Francia.

Operador: Personal especializado del laboratorio — ICSN.

Fecha: 15.Set.06.

Muestra: Alcaloide B (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

m/z: 290,1 (100%, [M + H]"); 291,2 (10,3%, [M + 2H]); 312,1 (4,3%,
[M + Na]").

Analisis del espectro

El pico a 290,1 y 291,2 m/z corresponde a los iones formados por la
molécula con uno y dos atomos de hidrégeno respectivamente. El pico a 312,1
representa al ion formado por la molécula con un atomo de sodio.

Luego, la masa del compuesto aislado sera 289,1. El valor de masa exacta

dado por el equipo es 289,6722.

. . . . . -
Debe tenerse presente que la diferencia entre la escopolamina y la norescopolamina es la ausencia del grupo

metil enlazado al 4&tomo de nitrégeno y su reemplazo por un d&tomo de hidrégeno.
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Conclusion
El valor de masa obtenido corresponde a la masa molecular de Ia

norescopolamina.

Espectro de masas — EI (70eV) (Espectro 11)

Condiciones de trabajo

Equipo: Espectrometro de masas Thermo-Finnigan. Tipo: GC/MS
Quadripole. Modo de Ionizacion: IE.

Laboratorio: Laboratorio de Espectrometria de Masas. Institut de Chimie des
Substances Naturelles - ICSN, Gif-sur-Ivette, Francia.

Operador: Personal especializado del laboratorio — ICSN.

Fecha: 15.Set.06.

Muestra: Alcaloide B (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

m/z: 289 (ion molecular, 3,75%), 140 (6,89%), 122 (pico base, 100%), 94
(55,63%), 80 (56,25), 43 (19,38%).

Analisis del espectro

La identificacion de los cinco fragmentos idnicos correspondientes a los
picos m/z 289, 140, 122, 94, 80 y 43 se realizé tomando como base el analisis

similar hecho para la escopolamina (ver Sec. [.A.4, pag. 15).

Conclusion

El espectro obtenido corresponde a lo esperado para la norescopolamina.
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Espectro de RMN 'H (Espectro 12)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300 (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles - ICSN, Gif sur Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 15.Set.06.

Solvente: CDCls.

Muestra: Alcaloide B (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

o (ppm) : 1,35 (1H, d); 1,58 (1H, d); 1,95 (1H, ddd); 2,05 (1H, ddd) 2,44 (1H,
d); 2,86 (1H, s) 2,98 (1H, dd); 3,13 (1H, dd); 3,19 (1H, d); 3,68 (1H, dd);
3,74 (1H, dd); 4,09 (1H, dd); 4,95 (1H, t); 7,15-7,32 (5H,m).

Analisis del espectro

La correspondencia entre los valores de desplazamientos quimicos y cada
uno de los protones, asi como los valores de las constantes de acoplamiento,
pertenecientes a la estructura de la norescopolamina se indican en la

estructura de la molécula (Figura 15) y en la Tabla 15.

Ho
\r

Figura 15. Asignaciones de los atomos de hidrogeno en la norescopolamina.



Tabla 15. Datos del espectro RMN'H de la norescopolamina (300 MHz) en CDCl;

5 }\I° de T(iipo Constanfe de N
atomo € acoplamiento Integracion
(PPM)  Hidrégeno Seiial (Hz)
1,35 H-2eq d 15,5 1H
1,58 H-4eq d 15,1 1H
1,95 H-2ax ddd 15,5/5,1/4 1H
2,05 H-4eq ddd 15,1/5,1/4 1H
2,44 H-7 d 2,9 1H
2,86 H-9, H4’ S - 2H
2,98 H-1 dd 4/3,5 1H
3,13 H-5 dd 4/3,5 1H
3,19 H-6 d 2,9 1H
3,68 H-11 dd 8,5/5,1 1H
3,74 H-12b dd 10,7/5,1 1H
4,09 H-12a dd 10,7/8,5 1H
4,95 H-3 t 5,1 1H

d) Conclusion

105

El espectro RMN'H obtenido corresponde a lo esperado para la eswructura

de la norescopolamina.
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Espectro 12. Espectro de RMN'H (300 MHz) de la norescopolamina obtenida de las hojas de D. candida.
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Espectro de RMN"C (Espectros 13, 14y 15)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif-sur-Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 15.Set.06.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Alcaloide B (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro DEPT-90 (Espectro 13)

Este espectro muestra inicamente los carbonos terciarios.

o (ppm): 51,7; 51,8; 53,4; 53,9; 54,3; 66,9; 128; 128,1; 129.

Caracteristicas del espectro DEPT-135 (Espectro 14)

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

Seiiales de la parte superior:

S (ppm): 51,7; 51,8; 53,4; 53,9; 54,3; 66,9; 128; 128,1; 129.

Senales de la parte inferior:

o (ppm): 31; 31,2; 63,9.

d) Caracteristicas del espectro de desacoplamiento de proton de banda nacha

(Espectro 15)

En este espectro aparecen todos los atomos de carbono de la molécula.

o (ppm): 31; 31,2; S51,7; 51,8; 53,4; 53,9; 54,3; 63,9; 66,9; 128; 128,1;
129; 135,7; 171,8.
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e) Analisis de los espectros DEPT-90 y DEPT-135

1 Carbonos terciarios (CH)
Las nueve sefiales presentes en el espectro 12 (DEPT-90) corresponden a
carbonos terciarios (CH):
d (ppm): 51,7 (C-2’); 51,8 (C-7); 53,4 (C-6); 53,9 (C-1); 54,3 (C-5) 66,9
(C-3); 128 (C-p); 128,1 (C-0); 129 (C-m).

1 Carbonos primarios (CHs)

En la norescopolamina la parte superior el espectro 13 (DEPT-135) es

idéntica al espectro DEPT-90, debido a la ausencia de carbonos primarios

1 Carbonos secunrios (CH;)
Las tres sefales de la parte inferior del espectro DEPT-135 corresponden a los
carbonos secundarios (CH,):

1 & (ppm): 31 (C-2); 31,2 (C-4); 63,9 (C-2).

Figura 16. Asignacion de los atomos de carbono en la norescopolamina.

f) Analisis del espectro de Desacoplamiento de proton de banda ancha

Adicionalmente a las sefiales registradas en los espectros DEPT-90 y

DEPT-135, este espectro muestra dos sefiales a 6 = 135,7 y 171,8 ppm, que
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corresponden a los dos atomos de carbonos cuaternarios C-i y C-1’ de la

molécula de norescopolamina.

En resumen, los atomos de carbono de la molécula de norescopolamina

tendrian los valores de desplazamiento quimico (9) indicados en la Tabla 16.

Tabla 16. Desplazamientos quimicos, & (ppm), de los &tomos de carbono de la

norescopolamina en CDCl;.

o N°® de atomo de Tipo de
(ppm) carbono carbono
31,0 C-2 CH; (secundario)
31,2 C-4 CH, (secundario)
51,7 C-2’ CH; (secundario)
51,8 C-7 CH (terciario)
53,4 C-6 CH (terciario)
53,9 C-1 CH (terciario)
54,3 C-5 CH (terciario)
63,9 C-3’ CH, (secundario)
66,9 C-3 CH (terciario)
128,0 C-p CH (aromatico)
128,1 C-o C (aromatico)
129,0 C-m CH (aromatico)
135,7 C-i CH (aromatico)
171,8 C-r C (C=0)

d) Conclusion

Los espectros DEPT-90, DEPT-135 y Desacoplamiento de proton de banda

ancha presentados corresponden a lo esperado para la estructura de la

norescopolamina.
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Espectro 'H-'"H COSY (Espectro 16)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif sur Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 15.Set.06.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Alcaloide B (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

La cantidad de marcas simétricas, a lo largo de un lado de la diagonal del
espectro, indica el nimero de acoplamientos’. Luego, existen en total once

acoplamientos entre los diferentes protones de la molécula (ver Espectro 16).

Analisis del espectro

Como se ha mostrado la estructura de la norescopolamina es casi idéntica a
la de la escopolamina. La ausencia del metilo N-CHj; en la norescopolamina
no influye en el nimero de correlaciones en el espectro COSY. Asi, el
espectro COSY de la norescopolamina es muy similar al de la escopolamina.
Por lo tanto, el analisis realizado para el espectro de la norescopolamina es
similar a aquel de la escopolamina (pag. 90) y los resultados obtenidos se

ilustran en la Tabla 17.

Conclusion

Este espectro corresponde a lo esperado para la norescopolamina.

* Los valores de las constantes de acoplamiento pueden ser calculados a partir del espectro de RMN'H..
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Tabla 17. Correlaciones COSY y constantes de acoplamientos 'H-'H de la norescopolamina

N° de atomo

i o Hidrogenos acoplados y
hidrégeno (ppm) constantes de acoplamiento (Hz)
H-2eq 1,35 H-2ax (15,5); H-1 (3,2)
H-4eq 1,58 H-4ax (15,1); H-5 (3,2)
H-2ax 1,95 H-2eq (15,5); H-3 (4,5); H-1 (4,5)
H-4ax 2,05 H-4eq (15,1); H-3 (4,5); H-5 (4,5)
H-7 2,44 H-6 (2,8)
H-1 2,86 H-2ax (3,5); H-2eq (3,5)
H-5 2,98 H-4ax (3,5); H-4ax (3,5)
H-6 3,13 H-7 (2,8)
H-2’ 3,19 H-3’a (8,5); H-3’b (5,1)
H-3’b 3,68 H-3’a (10,7); H-2’ (5,1)
H-3’a 3,74 H-2" (10,6); H-3°b (8,5)
H-3 4,09 H-2ax (5,1); H-4ax (5,1)
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Espectro 'H->C HMQC (Espectro 17)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear, Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif sur Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 15.Set.06.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Alcaloide B (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

En este espectro se presentan 13 marcas correspondientes a las
correlaciones C-H a través de un solo enlace, uno menos que en el caso de la

escopolamina debido a la ausencia de un metilo (N-CH3;) (ver Espectro 17).

Analisis del espectro

Las correlaciones HMQC entres los atomos de carbono e hidrégeno de la
molécula muestran concordancia con la conectividad C-H indicada en los
espectros de RMN'H y RMN"C.

Luego, podemos resumir los resultados en la Tabla 18.

Conclusion

El espectro HMQC obtenido para nuestro compuesto corresponde al

esperado para la norescopolamina.



Tabla 18. Correlaciones 'H->C del espectro HMQC de la norescopolamina en CDCl;.

N° de

atomo de 0 Hidrodgenos correlacionados
carbono (ppm)
C-2 31,0 H-2eq , H-2ax
C-4 31,2 H-4eq , H-4ax
C-13 51,7 H-11
C-7 51,8 H-7
C-6 53,4 H-6
C-1 53,9 H-1
C-5 54,3 H-5
C-14 63,9 H-12a, H-12b
C-3 66,9 H-3
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Espectro 'H->C HMBC (Espectro 18)

Condiciones de trabajo

Equipo: Bruker AC-300, (300 MHz).

Laboratorio: Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear. Institut de
Chimie des Substances Naturelles, Gif sur Ivette, Francia.

Operador: Billy Cabanillas.

Fecha: 15.Set.06.

Solvente: CDCl;.

Muestra: Alcaloide B (CPP1/f17-23, pag. 74).

Caracteristicas del espectro

En este espectro se presentan las marcas correspondientes a las

correlaciones C-H a través de uno, dos o tres enlaces (ver Espectro 18).

Analisis del espectro

Las correlaciones HMBC entres los atomos de carbono e hidrogeno de la
molécula muestran concordancia con la conectitividad C-H indicada en los
espectros d¢ RMN'H y RMN"C.

Luego, podemos resumir los resultados en la Tabla 19.

Conclusion

Existe correspondencia entre la conectividad C-H a través de uno, dos y

tres enlaces, esperada para la norescopolamina.
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Tabla 19. Correlaciones 'H-'?C del espectro HMBC de la norescopolamina en CDCls.

N*de atomo de : Hidrégenos correlacionados
carbono (ppm)
C-2 31,0 H-1, H-4eq
C-4 31,2 H-2eq, H-3, H-5
C-2’ 51,7 H-3’a, H-3’b
C-7 51,8 H-1
C-6 53,4 H-1, H-5
C-1 53,9 H-2ax, H-3, H-6
C-5 543 H-3, H-6, H-7, H-9
C-3 63,9 H-2’
C-3 66,9 H-2ax, H-2eq, H-4ax, H-4eq
C-p 128,0 H-o
C-o 128,1 H-2
C-m 129,0 H-m
C-i 135,7 H-2’, H-3’a, H-3’b, H-m
C-I 171,8 H-3, H-2’, H-3’a, H-3’b




Parameters
be-be.ccdf1723 L2 (norescopolamina) hmbe (+

F1:

- Stze : 256 points rea

- Spectral Width : 16722.408 H2

- Carrier Frequency : 75.48531 MHz
- Nucleus : 13C

F2:

- Size : 2048 points real

- Spectral Width : 2422.4807 H2

- Carrier Frequency : 300.17126 MHz
- Nucleus : 1H

Type : HMBC
Spectro : BRUKER 300 MHz
Probe : 5Smm QNP 1H/13CR1P/19F Z-GRD Z

Temperature : 299.6 K
Sohent : COCI3

160

A A A A

e

h-4

0 ¢ x

: "ERL

i ! &

58

Espectro 18. Espectro HMBC (300 MHz) de la norescopolamina obtenida de las hojas de D. candida

1Cl1



RESULTADOS Y
CONCLUSIONES



1.

123

RESULTADOS

A partir de 600 g de hojas de la Misha rastrera (Datura candida), seca y
molida se obtuvo mediante extraccion por solventes y particion liquido-
liquido el Extracto Bruto de Alcaloides (1964 mg). Una parte de este
extracto se purificO mediante cromatografia en columna, seguido de
cromatografia en placa preparativa, obteniéndose asi 65 mg de
escopolamina y 18 mg de norescopolamina; ambos productos se presentaron
como un liquido resinoso de color pardo.

La caracterizacion de los dos compuestos se realizé mediante sus espectros
de Masas, RMN'H, RMN”C, COSY, HMQC y HMBC correspondiendo

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

El analisis cualitativo de los metabolitos secundarios (marcha fitoquimica)
presentes en las hojas de la Misha rastrea (D. candida), segiun el
procedimiento de Rondina y Coussio (1969), indica que contiene:
Aminogrupos primarios y/o secundarios (+), grupos fendlicos libres (++),
triterpenos y esteroides (++), alcaloides (+++), catequinas (++), taninos (+)

y saponinas (+).

El analisis cuantitativo del total de alcaloides contenidos en las hojas de la
Misha rastrera (D. candida), mediante el procedimiento de Pelt et al. (1967)
proporciona 0,45%. Este valor es superior al publicado por Evans, Bristol &

Lampard (1969) e inferior a aquel publicado por Griffin (1966).
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CONCLUSIONES

A partir de las hojas del toe (D. candida) se aisl6 la escopolamina y la
norescopolamina, las cual ha sido identificadas mediantes sus espectros de

Masas, RMN'H, RMN"*C, COSY, HMQC y HMBC.

Se realizo el analisis cualitativo de los metabolitos secundarios (marcha
fitoquimica) presentes en las hojas de la Misha rastrera (D. candida), segin
el procedimiento de Rondina y Coussio (1969), logrando verificar la
presencia de: Aminogrupos primarios y/o secundarios (+), grupos fendlicos
libres (++), triterpenos y esteroides (++), alcaloides (+++), catequinas (++),

taninos (+) y saponinas (+).

Se realizo el analisis cuantitativo del total de alcaloides de las hojas de la
Misha rastrera (D. candida), segun el procedimiento de Pelt et al. (1967),
habiendo obtenido 0,45%.
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ANEXO 1
Interpretacion detallada del espectro de RMN!H de la

escopolamina

La sefial a 6 = 1,34 ppm (doblete) corresponde a H-2eq y se forma por el
acoplamiento de este proton con H2-ax (Jaeq2ax = 15,3 Hz). El otro doblete
a 0 = 1,58 ppm se atribuye a H-4eq, esta sefal aparece como resultado del

acoplamiento H-4ax (Jseqaax = 15 Hz).

1,61
1,36
1.31

8
i

1,58 (d. J =15 Hz) 1,34 (d, J =15,3 Hz)

T P

H4-cq H2-cq

1.6 15 14 1.3

Las senalesa 6 =2,03 y 2,12 ppm, correspondientes a los protones H-2ax
y H-4ax respectivamente, presentan una mayor complejidad. Asi, H-2ax
se acopla con H-1 (Joa) = 4 Hz) originando un doblete, este doblete se
desdoblaria en otro doblete por el acoplamiento con H-3 (J2a 3 = 5,4 Hz),
un ultimo acoplamiento con H-2eq (Joax2eq = 15,3 Hz) generaria un
desdoblamiento dando como resultado la sefial a 2,03 ppm. Por otro lado,

H-4ax genera una sefial similar a 2,12 ppm por sus acoplamientos con H-5
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(Jaax,s = 4 Hz), H-3 (J4a3 = 5,4 Hz) y H-4eq (Joax20¢ = 15 Hz) tal como se

muestra en la siguiente figura.

= 22 o ¢ 22 8385 88 I § 58 3
[ NN o o~ NN N N AN N N NN -
. [ Y A I I Y |V
2,12 (ddd, J = 15 Hz, 5.4 Hz, 4 Hz) 2,03 (ddd, J = 15,3 Hz, 5,4 Hz, 4 Hz2)
./"k. .
J
H-4ax H-2ax
—— e ———
L] I L] ] [ L] ] ] L] I L] L] ] T I ] ) T I I ) 1 ]
2,15 2,1 2,05 2

Las dos sefiales (dobletes) a & = 2,67 ppm (H-7) y & = 3,38 ppm (H-6) se

forman por el acoplamiento entre estos dos atomos (J¢ 7 = 3,2 Hz).

3 8 Q 8 5
M o™ N NN
|| ||
3.38(d,J = 3 Hz) 2,67(d.J =3 Hz)
) -4 H-7
|
|

] L] L] Ll I Ll 1 1 L] ' L] Ll T L T 'l T L] L] ] I T L T LJ ] T T T ] I T T T

i 3.4 3,35 28 2,75 27 2,65
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Las sefiales a 6 = 2,98 ppm (H-1) y 6 = 3,12 ppm (H-5) se presentan como
dos dobletes de dobletes. La sefial correspondiente a H-1 se forman por el
acoplamiento de este con H-2eq (J12¢q = 2 Hz) y H-2ax (J) 2. = 4 Hz). La
sefial que se atribuye a H-5, aparece por el acoplamiento de este atomo

con H-4eq (Js 4eq = 2 Hz) y H-4ax (J5 4c = 4 Hz).

—3.13
—3.12

—3N1
—3Nn
—299
—2.98

—297
—297

3,12(dd. J =4 Hz, 2 H2) 298 (dd, J =4 Hz, 2 Hz)

Ak At Rk St Rt B S e S S A A L S I N e A A (N e S
3,14 3.12 3.1 3,08 3,06 3.04 3.02 3 2,98 2,96 2,94

Las sefiales a 6 = 3,75 ppm (H-2’) y 6 = 3,81 ppm (H-3’b) también se
muestran como dos dobletes de dobletes muy proximos entre si (casi
superpuestos). La primera sefial se forma por el acoplamiento de H-2’ con
H-3’b (J»'3v= 5,3 Hz) y H-3a (J»- 3, = 8,6 Hz). La segunda seiial aparece
por el acoplamiento de H-3b con H-2’ (J3,»» = 5,4 Hz) y H-3’a (J3:p3 =
10,5 Hz).
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3,84
3,80
3,72

3,81 (dd, J = 10,6 Hz, 5,3 Hz) 3,75 (dd, J = 8,7 Hz, 5.3)

H-3'b H-2'

6. Las seiiales a 6 = 4,16 ppm y 6 = 5,02 ppm se presentan como un doblete
de doblete y un triplete respectivamente. El doblete de doblete
correspondiente a H-3’a aparece por el acoplamiento del mismo con H-2’
(J3a2= 8,6 Hz) y H-3’b (J3-33» = 10,6 Hz). Por su parte, el triplete, seiial
perteneciente a H-3, surge del acoplamiento de este atomo con H-2ax
(J32ax = 5,4 Hz) y H-4ax (J34ax = 5,4 Hz), tal como lo muestran las

siguientes figuras:
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4,16 (dd: J = 10,6 Hz, 8,6 Hz) 5,02 (1, ) =54 Hz)
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Las sefiales correspondientes a los protones aromaticos: & = 7,22 ppm
(H-p), 7,31 ppm (H-0) y 7,34 ppm (H-m), presentan una mayor
complejidad. Los acoplamientos a larga distancia (protones orto y para)
sumados a la disposicion espacial del anillo hace que cada proton

“equivalente” muestre un comportamiento ligeramente diferente.

ppm

137
735
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ANEXO 2
Marcha Fitoquimica Preliminar (Reyna, 1999-b)

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

La Marcha Fitoquimica Preliminar propuesta por Rondina & Coussio
(1969) se basa en el fraccionamiento de un extracto metandlico de la
muestra vegetal estudiada en diferentes solventes y la identificacion de los
tipos de principios activos presentes en cada uno de ellos mediante

reacciones de coloracion y/o precipitacion.
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OBTENCION DE LAS FRACCIONES

Fraccion (a)

En un baléon de 100 mL se coloca en maceracion Sg 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 metandlico se coloca en una fiola de 50 mL y
se completa a la marca.

Se separan 5 mL del extracto, lo que constituye la fraccion (a). Se descarta

el residuo solido.

Fraccion (b)

El resto (45 mL) de la solucion anterior se lleva a sequedad en el rotavapor.
El residuo obtenido se extrae con 10mL de acido clorhidrico HCl ) al 1%,
calentando ligeramente (50°C), y se filtra sobre papel de filtro lento. Esta
operacion se repite en las mismas condiciones con SmL de acido clorhidrico
HCl\g) al 1%, a 50° C. Las soluciones 4cidas se reciben en un erlenmeyer de

50mL y se guarda para ser utilizados posteriormente (ver, Sec.3.1).
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w1 El residuo solido se disuelve con SmL de cloroformo, con ayuda de calor
(50°C) y fuerte agitacion, y luego se filtra a través de un embudo pequerio
utilizando papel de filtro “lento”. El liquido filtrado se seca con sulfato de

sodio anhidro, obteniéndose la fraccion (b). El residuo sélido se descarta.

3. Fraccion (c¢)

1 La solucion acida obtenida en 2.ii, se basifica con amoniaco NHj. 7,5N
hasta pH 9-10.

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

tratamiento posterior (ver Sec. 4.1).

o
ot
ot

La fase cloroférmica se lava con 10 mL de agua destilada. Se retne el agua

del lavado con la fase acuosa obtenida en la etapa anterior (ii).
1iv La fase cloroférmica se seca con sulfato de sodio anhidro y se filtra

(“rapido”). El filtrado constituye la fraccion (c).

4. Fraccion (d)

1. La fase acuosa basica obtenida en la Seccion anterior (ii y iii) se semisatura
con sulfato de sodio (0,1g de sal anhidra por mL de solucién) y se filtra
(“rapido”). Se extrae con cloroformo:etanol (3:2) (2x25mL). Guardar la fase
acuosa (ver Sec.5).

n La fase organica (50mL) se lava con una solucion semisaturada de sulfato de
sodio (1g de sal anhidra en 10mL de agua destilada). El lavado acuoso se
guarda junto con la obtenida en la etapa anterior.

1 La fase organica se seca con sulfato de sodio anhidro y se filtra (“rapido”),

obteniéndose la fraccion (d).

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

fraccion (e).
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Fraccion (f)

En un tubo de ensayo limpio y seco (de 18x160mm), se coloca 1g de
muestra seca y pulverizada y 10 mL de agua destilada; se agita la mezcla y
se calienta en barfio de aceite durante 10-15 minutos.

Se filtra en caliente a través de papel de filtro rapido 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 2x3cm 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
fraccion (f) y agua destilada (sirve como referencia). Los tres papeles con
sus respectivas muestras se dejan secar a temperatura ambiente.

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 estufa a 110-
120°C.

Observacion e interpretacion de resultados: La presencia de un color

violeta sobre el papel indica prueba positiva.

Grupos fendlicos libres (Pruebas con reactivo Férrico)
Nota.- Se realiza sobre la fraccion (a).
El resto de la fraccion (a) (aproximadamente 5 mL) se lleva a sequedad en el

rotavapor en un balén de 200mL.
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El residuo se disuelve en 0,5mL de agua destilada y se filtra (si es necesario)
a través de un embudo pequerio utilizando papel de filtro “lento”; se reciben
los filtrados (“solucion a’), en un tubo de ensayo (13x100mm).

Se coloca dos gotas de la “solucion a” en una luna de reloj (¢ = 75mm);
luego, se adiciona 1 gota de la solucion acuosa 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 “solucion a” obtenida en la seccion precedente
(2.ii).

Se colocan 4 gotas de “solucion a” en una luna de reloj (¢ = 75mm); y se
adicionan dos gotas de la solucion 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 interpretacion de resultados: La presencia de un

precipitado blanco nos indicara que la prueba es positiva.

Flavonoides (Reaccion de Shinoda) (excepto chalconas,
dihidrochalconas, auronas, catequinas e isoflavonas)

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

Tratamiento de la fraccion (d)

La fraccion (d) se coloca en un balon de 100 mL y se lleva a sequedad.
Sobre el residuo se agrega 2,5 mL de etanol agitdindose hasta disolucidn,
dentro de un “bafio maria” a 50°C. Luego se filtra a través de un embudo
pequeiio y papel de filtro “lento”, recibiéndose el filtrado en un tubo de

ensayo (13x100mm). Esto constituye la “solucion d”.
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En un tubo de ensayo (13x100mm) limpio y seco se colocan 3 gotas de la
“solucion d”, 2mL de agua destilada, 1mL de HCl, 12N 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 fraccion (e)

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 indicara prueba positiva.

Triterpenoides y esteroides (Reaccion de Liebermann-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 (c)

Se separan 4 mL de la fraccion (c) y se llevan hasta sequedad. Luego se
disuelve con cloroformo (0,2 mL). Esta solucion la denominaremos
“solucion c”.

En una placa de toque se colocan en posiciones diferentes, 2 gotas de la
fraccion (b) y de la “solucion c”, respectivamente. Luego, se agregan 2 gotas
de anhidrido acético sobre ellas y se mezcla bien.

Seguidamente se adiciona 2 gotas de acido sulfurico concentrado.

Tratamiento de la “solucion d”
Se colocan 5 gotas de la “solucion d” (ver Sec 4.a.ii) en un tubo de ensayo
(7x60mm) 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.



11

111

b)

11

142

Observacion e interpretacion de resultados: LLa formacion de anillos de

color naranja, azul o verde nos indicara prueba positiva.

Naftaquinonas y antraquinonas, antronas o antranoles (Reaccion de
Borntriger)

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

El resto de la fraccion (b) se dispone en un tubo de ensayo (13x100mm), se
afiade SmL de hidréxido de sodio al 5% y se agita.

Observacion e interpretacion de resultados: La presencia de un color

rosado nos indicara prueba positiva.

Alcaloides (Test de Dragendorff y Mayer)

Nota.- Se realiza sobre la fraccion (c) y la “solucion d” (correspondiente a
la fraccion (d), ver 4.a.ii).

Tratamiento de la fraccion (c)

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

Luego se extrae con 2,5mL de acido clorhidrico HCl(ac) al 1% , calentando
ligeramente (50°C). Se filtra si fuera necesario.

De la solucion acida obtenida , se disponen 3 gotas por separado, en dos
lunas de reloj (¢ = 7Smm) y se adiciona en cada caso 2 gotas de los

reactivos de Dragendorff y de Mayer, respectivamente.

Tratamiento de la “solucion d”

Se dispone S gotas de la “solucion d” en un tubo de ensayo (7x60mm) y se
lleva a sequedad. El residuo se disuelve en 4 gotas de acido clorhidrico
HCl,c) al 1%.

Se filtra a través de papel de filtro “lento”; se reparte el filtrado en dos lunas
de reloj y se adiciona los reactivos de Dragendorff y Mayer,

respectivamente.
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Observacion e interpretacion de resultados: La formacion de un

precipitado naranja y crema, respectivamente nos indicara prueba positiva.

Leucoantocianidinas y catequinas (Reaccion de Rosenbeim)

Nota.- Se realiza sobre la fraccion (e) y la “solucion d” (correspondiente a
la fraccion (d), ver 4.a.ii).

Tratamiento de la “solucion d”

En un tubo de ensayo (13x100mm) se colocan 3 gotas de la “solucion d” y
2mL de agua destilada.

Luego se adiciona 1mL de acido clorhidrico concentrado HCI (,) 12N.

Se agita y se calienta en “bafio maria” durante 10 minutos,.

Se deja enfriar la mezcla; luego se adicionan 6 gotas de alcohol amilico y se
agita.

Después de dejar reposar la mezcla se observa la fase amilica.

Tratamiento de la fraccion (e)

Para el caso de la fraccion (e) se emplea 2mL y se siguen los pasos ii, iii, iv
y V.

Observacion e interpretacion de resultados: La presencia de color rojo
(leucoantocianidinas) o marréon (catequinas) en la fase amilica nos indicara

prueba positiva.

Saponinas (Prueba de la Espuma)

Nota.- Se realiza sobre la fraccion (f).

Se coloca 1ml de la fraccion (f) en un tubo de ensayo (13x100mm) 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 Smm, nos indicara

prueba positiva.
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ANEXO 3

Analisis cualitativo para la deteccion de alcaloides

presentes en plantas (Reyna, 1992)

Para la deteccion de alcaloides presentes en plantas se utilizan muchos
reactivos de precipitacion y de coloracion, algunos de los cuales se consideran
de aplicacion general mientras que otros son de uso mas selectivo. Entre los
reactivos generales de precipitacion podemos citar el “reactivo de Mayer”
(mercurio-yoduro de potasio) y el “reactivo de Dragendorff” (yoduro de bismuto
y potasio).

Todos estos reactivos actuan sobre los alcaloides en soluciones de acido
clorhidrico o sulfirico diluidos. Debe usarse unas gotas del reactivo, pues un
exceso puede disolver el precipitado.

A continuacion se describen los procedimientos y la preparacion de los

reactivos para los test de Mayer y Dragendorff.

A. TEST DE MAYER

Este reactivo da con casi todas las soluciones de alcaloides, precipitados
de color blanco, blanco amarillento, o amarillo limon claro. Los precipitados

son cristalizables. Es un reactivo muy sensible.

1. Procedimiento

1 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).

11 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.
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i Se filtra la solucion etandlica, a través de papel filtro “rapido” y un embudo

1v

Vi1

de vidrio pequerfio, recibiéndose los filtrados en un tubo de ensayo seco de
18x150mm.
Se concentra la solucion etandlica a sequedad. Para esto hay tres

alternativas:

- Utilizando el “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 acido clorhidrico al 2%. Se agita el tubo de manera de
disolver todas las particulas solidas.

Se filtra el liquido (debe tenerse un filtrado completamente limpio) a dos
tubos de ensayo de 13x100 mm secos de modo que en cada uno haya
volumenes aproximadamente iguales.

Se coloca ambos tubos delante de un papel blanco.

Separadamente, a cada uno de los tubos se le agrega, gota a gota, 2 gotas de
“reactivo de Mayer” y se observan los cambios que se producen.

La precipitacion da un so6lido blancuzco o amarillento lechoso indica la
presencia de alcaloides.

Si no hay cambio en la apariencia de la solucion esto indicara 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 de potasio KI en 10 mL de agua. Se juntan las dos

soluciones y se afora a 100 mL.
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B. TEST DE DRAGENDORFF

Este reactivo da con los alcaloides, en soluciones débilmente aciduladas con
acido sulfuirico, precipitados de color rojo o anaranjado, amorfos, poco

estables y cristalizables.

1. Procedimiento
El procedimiento es el mismo que aquel del test de Mayer, excepto que el

reactivo utilizado es el de Dragendorff.

2. Reactivo de Dragendorff
Se disuelven 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado Bi(NOs);.5H,O en 20
mL de acido nitrico HNO; concentrado (d = 1,18 g/mL), y 27,2 g de yoduro
de potasio KI en 50 mL de agua. Se mezclan las dos soluciones, y se deja en

reposo durante 24 horas. Se decanta y se afora a 100 mL.
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ANEXO 4

Caracteristicas Botanicas de Datura candida

(Nee, 1986)

Arbustos o arboles pequeiios, de 2-5 m de altura (Foto 2); ramas jovenes

diminutamente pilosas con pelos simples, rapidamente glabritsculas.

Hojas ovas a elipticas, de 15-30 cm de largo, 5-12 cm de ancho (Foto 1, pag. 60),

esparcidamente pubérulas en el haz, glabriusculas, moderadamente pubérulas en el

envés, enteras a escasamente remandas,
acuminadas en el apice, la base aguda a
redonda, a menudo muy asimétrica; peciolos
de 3-6 cm.

Flores Grandes y vistosas, péndulas y
fragantes (Foto 1, pag. 60); pedicelos de 2,5-
S cm de largo; caliz ampliamente tubular,
inflado en prefloracion, espataceo, de 10-14
cm de largo, 1,5-3 cm de ancho, hendido por
un lado en un tercio del largo total,
esparcida y diminutivamente piloso a casi
glabro; corona blanca, de 25-30 cm de largo,
esparcidamente pubérula por fuera, el tercio
basal angostamente tubular y escondido
dentro del caliz, los lobulos extendidos, de
cerca de 3 com de largo, caudados;
filamentos insertos por debajo de la parte
media de la corola, de 4-4,5 cm de largo,

pilosos cerca de la base, glabros arriba, las

Foto 2. Arbusto de Misha rastrera (D. candida.)
Jardin Botanico del INMETRA, Huancabamba,
Dpto. Piura, Agosto 2001 (Foto B. Cabanillas).

antenas libres, de 2,2-2,5 cm de largo; estilo de 17-19 cm de largo, el estigma de 5-7

mm de largo.

Fruto fusiforme, de 20 cm de largo, 2 cm de diametro en la parte media, inerme;

semillas cuneiformes, de 6-10 mm de largo, con la testa gruesa, corchosas.
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ANEXO 5

Universidad Nacional Mayor de San Marcos

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

CONSTANCIA

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS DEL MUSEO DE
HISTORIA NATURAL, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal recibida del Dr. Victor Reyna Pinedo procedente de la
ciudad de Huancabamba, Piura, ha sido determinada segun el sistema de

Clasificacion de Cronquist, Arthur, 1981 como sigue:

DIVISION ; Magnoliophyta
CLASE : Magnoliopsida
SUBCLASE : Asteridae

ORDEN - Solanales

FAMILIA : Solanaceae

GENERO : Datura

ESPECIE : D. candida (Pers.) Safj’
PROCEDENCIA: Huancabamba, Piura

NOMBRE VERNACULAR: *Misha rastrera™

Se expide la siguiente constancia a solicitud del interesado

Lima, 29 de noviembre de 200

Mag aqui lda Alban C

Jefe
Herbario San Marcos.
Departamento de Etnobotanica y Botanica Econdmica
Museo de Historia Natural. UIN.M.S.M.

Av. Arenales 1256, Jesiis Maria Telfs.: (511) 471-0117, 470-4471,

e-mail:museohn@unmsm.edu.pe

Apdo. 14-0434, Lima 14, Persi 470-7918, 619-7000 anexo 5703 hitp:/fmuseohn.unmsm.edu.pe

Fax: (S11) 265-6819



ANEXO 6

Marcha fitoquimica preliminar de las hojas de la Misha
rastrera (Datura candida)

Pruebas de
Clase de producto | Coloracién o | Fraccion | Resultados Ob .
Natural precipitacion (**) RO
Aminogrupos a + Manch?l(;e color
g . i
primarios o Ninhidri
. inhidrina
secundarios f + Mancl!a de color
violeta
Grupos fenolicos Cloruro Precipitado verde
libres férrico a ++ en solucion verde
. . Precipitado verde
Taninos Gelatina + p
d Fase amilica y
acuosa incoloras
. Reaccion de ili
Flavonoides * . SEEDEIEEY
Shinoda € - acuosa de color
amarillo
b + Anillos marrén y
., naranja
Reaccion de : J r
. . Anillos marrén y
Triterpenos y/o Liebermann C + .
. naranja
esteroides Burchard = -
Solucién amarillo
d +
claro
Quinonas, antronas | Reaccion de Fase cloroformica
0 antranoles Bormntrager b - color marrén
Reactivo de c +++ Precipitado naranja
Dragendorft d + Turbiedad naranja
Reactivo de c ++ Precipitado crema
Mayer d + Turbiedad crema
Alcaloides Reactivo de C ++ Precipitado marron
Wagner d - Solucioén naranja
Fase amilica
d - amarilla y fase
Leucoantocianidinas .. acuosa incolora
i Reaccion de oy
(rojo), . Fase amilica de
. . Rosenheim .
Catequinas (marron) e ++ color marrén claro y
fase acuosa pardo
. Prueba de Altura de la
Saponinas .
espuma f + espuma: 5 mm

*Excepto Chalconas, auronas, catequinas e isoflavonas
Convencién: (+++) abundante; (++) regular; (+) poco.
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ANEXO 7
Curva de titulacion potenciométrica de alcaloides

(ver Sec. I1.F.2.d Analisis cuantitativo de alcaloides pag. 65)
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Curva de Titulacién Potenciométrica Muestra Casa barrio chalaco (EBA.9)
25 _
Volumen de soda (mL)
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ANEXO 8
Dispositivo columna flash
(ver Sec. I1.G.5, pag. 72)
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ANEXO 9
Espectro RMN de la fraccion 1 de CC1 (CC1.f1)
(ver Sec. II.F.5, pag. 73)
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