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1. JUSTIFICACION.

El Toloache (Datura stramonium) es una planta ampliamente distribuida en el
orbe, pudiendo ser encontrarda junto con miembros del mismo genero en América,
Asia, Europa y en ciertas regiones de Africa, por tal distribucién se han hecho
amplios trabajos sobre su fisonomia, contenido de alcaloides, -cultivo vy
aprovechamiento, sin embargo es de notar que siendo una planta existente en
México y ya conocida desde la epoca prehispanica, existan en nuestro pais tan

pocos estudios.

El siguiente trabajo ha sido realizado con el fin de proponer una base
bibliogréfica firme, sustentada en informacién publicada en fuentes bibliograficas,
hemerogréficas y electronicas confiables. Se prestd especial atencion a aquellas
fuentes que hacian referencia a la especie que sobrevive en México; asi también se
hizo énfasis en el contenido de alcaloides tropanicos, sobre todo lo concerniente a
dos alcaloides de importancia terapéutica y econémica, la hiosciamina y la hioscina,
siendo este ultimo ampliamente descrito en esta tesis debido a su mayor importancia
en la industria farmacéutica actual.

Para tal efecto la revision bibliografica abarca desde el conocimiento basico
concerniente a la planta hasta varias metodologias propuestas para su anlisis,
incluyendo también una revision de los alcaloides en general. Los métodos que se
mencionan en este documento aplican para aislamiento, purificacion y cuantificacion
de los alcaloides contenidos en uno o varios tejidos del Toloache y son métodos
encontrados en publicaciones de reciente edicion, siendo en algunos casos

ajustados de otros métodos para cumplir las necesidades del experimento.

El fin dltimo de este trabajo es proporcionar un punto de referencia para futuros
trabajos de investigacion abocados a temas afines, es por lo tanto que se pretende
incluir un maximo de informacién que sirva de respaldo para cubrir todas las posibles

areas de interés.



2. RESUMEN.

El Toloache es una especie conocida desde la edad media en Europa y Asia,
mientras que en América se conoce desde tiempos prehispanicos, siendo comun el
uso de esta planta por sus propiedades soporificas, sedativas, antisépticas y
antiparasitarias; bajo muchas circunstancias era y sigue siendo el principal
ingrediente en la preparacion de brebajes y pociones con fines medicinales,
esotéricos y de culto, sin olvidar mencionar fines malévolos. El Toloache , asi como
ocho especies reconocidas en México, pertenecen al genero de Daturae, miembro de
la familia de las Solanaceae, cuentan con aproximadamente 200 subespecies siendo
la principal caracteristica de esta familia los variables contenidos de alcaloides

contenidos en sus tejidos.

Los principales alcaloides encontrados en el genero Solonaceae son los
alcaloides tropanicos, siendo los de mayor importancia farmacologica la hiosciamina
y la hioscina o escopolamina. Debido a su naturaleza alcalina, es muy comun
encontrar estos compuestos formando sales solubles en agua, es por tanto que el
conocimiento de sus caracteristicas fisico-quimicas es trascendental a fin de

proponer métodos de extraccion y purificacion adecuados.

Gracias a los avances en la ciencia y en la tecnologia, hoy contamos con
sistemas de separacion como CLAE (Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia) y
CG (Cromatografia de Gases), a los cuales se les pueden acoplar sistemas de
deteccion muy variados segun las necesidades y alcance del proyecto. Sin embargo,
todo el equipo disponible no representaria un avance significativo si no fuera por el
uso del método adecuado, por lo que se reportan métodos para ambos sistemas de
separacion, los cuales ya han sido probados y utilizados ampliamente. Dichos
métodos provienen de la literatura cientifica méas reciente atendiendo a la necesidad
de utilizar los métodos de vanguardia. Se ha intentado en lo posible brindar una
traduccion fiel del método, a fin de no producir desviaciones del mismo al momento

de implementarlo.



3. INTRODUCCION
3.1 Los Alcaloides
3.1.1 Historia

En 1817, el boticario aleman Friederich Wilhelm Sertlrner, publico los
resultados de una investigacion realizada en una sustancia cristalina obtenida del
opio, dicho estudio reporto el éxito en el aislamiento de una sustancia de
caracteristicas alcalinas, la cual denomind morphium o morfina, como la conocemos
actualmente. *

Desde este primer aislamiento otros compuestos han sido aislados y debido a
gue se realizo en por medio de reaccion alcalina, han sido llamados alcaloides. Seria
en estudios posteriores en donde se demostraria que dicha alcalinidad es debida a la
presencia de un nitrégeno en la molécula, quedando asi definidas, como sustancias

organicas obtenidas de una reaccion alcalina. -

Sin embargo esta simple definicion, no era suficientemente restrictiva por el
hecho de que otras aminas fisiologicas producidas por plantas y animales (histamina,
epinefrina, serotonina) pueden ser incluidas. Cuando se obtuvo un mejor
conocimiento de la estructura de los alcaloides, fue posible reducir la definicién a
“bases heterociclicas con al menos un nitrégeno en el anillo”. Algunos estudiosos en
un intento de hacer un grupo aun mas restringido, solo han incluido aquellas bases

que tiene una actividad fisiolégica en el sistema nervioso central.

3.1.2 BIOGENESIS Y ESTRUCTURA.

Las primeras consideraciones del origen de los alcaloides, fueron
principalmente para correlacionar las ya de por si extrafias estructuras con las bases
de la quimica contemporanea. La opinibn mas comun era que los alcaloides eran
producidos solo en plantas aisladas con ciclos metabélicos inusuales®, sin embargo
con el avance en la investigacion y las técnicas analiticas, se demostré6 que una
variedad enorme de plantas presentan alcaloides en sus tejidos, siendo obvio hoy en
dia que se les puede localizar en plantas superiores (Fanerégamas) tanto en

monocotiledéneas, como dicotileddneas, asi también en los géneros inferiores de las



criptbgamas®; Esto dio lugar a la suposicién de que los alcaloides y las proteinas
tenian ciclos metabdlicos asociados, siendo el argumento de esto que ambos
contenfan nitrégeno’, por tal motivo se llegé a pensar que los alcaloides, eran

productos para la desintoxicacién o intermediarios en la formacién de proteinas.

Robinson propuso una teoria para la biosintesis del tropano y sus derivados, la
cual proponia que la mayoria de los nucleos heterociclicos simplemente no existian
como tal, pero que bajo ciertas condiciones, podian ser sintetizados a partir de

sustancias mas simples existentes en la biosfera. *

TRy (Ha  -HO CHy—CH (H—COOH Atropina

‘ * ICHy+ é;o —— | N-CH3 C-0 —H—> Hiosciamina

CH;—CHO H' ' 4 [ ey
= CHz CH,—CH CH—COOH scopolamina

Figura 1.

Sin embargo muchos de los precursores necesarios para tal sintesis no son
encontrados en las células. Por tal motivo el punto de vista general cambio y se
considerd a los aminoacidos, que son metabolitos estructuralmente analogos a los
alcaloides, como posibles precursores; tal es el caso en la sintesis de la gramina a

partir de triptofano, el cual ha sido marcado para su seguimiento con C**.?

- .CH
CH,CH-COOH P . CH,
: N CHy N
l"‘x‘és// "\Nz
H

En su investigacion concerniente a la biogénesis de los alcaloides, Robinson
propuso la posibilidad de dos posibles reacciones de importancia, las cuales son
posibles bajo condiciones fisiolégicas normales; Es el caso de la condensacion
alddlica y la condensacién de aldehidos y cetonas con amoniaco o aminas’® para

formar primero (figura 3)



OH Y después de

| una condensacion ? i
=N-C= b =10~ p =N-C-C-C-

Este tipo de reacciones junto con reacciones de N-metilacion, oxidacion,
descarboxilacién, reduccion, deshidrogenacion, sintesis de dienos, alargamiento de
afillo y posiblemente hidratacion y deshidratacion, aplicadas a una serie de
aminoacidos funcionando como materia prima, son consideradas como precursoras

de la mayoria de los alcaloides. ”

Excepto por el caso de la gramina, la busqueda de un compuesto en comuln con
los alcaloides resultaba en exceso dificil. Los que mantenian la teoria de que los
aminodacidos eran precursores de los alcaloides, creian que la formacién de los
alcaloides era debido a una disfuncion enzimatica en un eslabon de la cadena
metabdlica. Resulta concebible que el primer paso para la sintesis de alcaloides, sea
debido a la accion de una enzima descarboxiladora no especifica sobre un
aminodacido, la cual podria producir aminas primarias." Como resultado de la
presencia de una enzima imperfecta o no especifica, una sustancia accidental o
anormal, es producida y la cual no tiene caminos metabdlicos de eliminacion. De
hecho, el nuevo producto creado, puede ser toxico o incluso letal para la planta a
menos que el metabolito sea eliminado por enzimas adaptativas o por reaccion
espontanea con otro metabolito celular; evidentemente aminas, principalmente

primarias o secundarias son relativamente toxicas para las plantas.*

A pesar de las constantes investigaciones, no se puede hacer una afirmacion
completa de donde y como se lleva a cavo la sintesis de los alcaloides, ya que en la
mayoria de los casos, se sabe poco o0 nada del papel que juegan los alcaloides en el

metabolismo de las plantas,*?

es por lo tanto que ninguna regla puede ser
establecida a pesar del conocimiento de la distribucion de los alcaloides en las

plantas.



Notese que debido a la complejidad estructural de los alcaloides, los nombres
guimicos son demasiado complejos para el uso comun, por lo que generalmente se
hace referencia al origen botanico, por ejemplo, la atropina de la Atropa belladona;
ocasionalmente se hace referencia a sus propiedades, por ejemplo, la morfina por
hacer referencia a sus propiedades soporificas™®. Por lo general, el nombre de los
alcaloides, lleva como sufijo denominativo -ina-, asi también cuando muchos
alcaloides son obtenidos de la misma fuente, a los nombres se les agrega un sufijo
extra -ina-, -en-, -id-, -is-, -at-, etc., al nombre base, por ejemplo, ergotamina,

ergotaminina. -

3.1.3 PROPIEDADES.
Los alcaloides son aminas secundarias, terciarias y cuaternarias, por lo que se
observan propiedades alcalinas, teniendo basicidad desde fuerte hasta muy débil. La

presencia de grupos hidroxifenélicos o &cidos carboxilicos reducen la alcalinidad.**

Bioenergéticamente, los alcaloides estan relacionados con los aminoé&cidos, sin
embargo se encuentran en un estado mas alto de oxidacién. * Consecuentemente, la
mayoria de los alcaloides contienen oxigeno en su estructura molecular, con algunas

excepciones. *

Debido a su naturaleza alcalina, los alcaloides reaccionan con acidos para
formar sales las cuales se disocian fuertemente en soluciones acuosas. Por lo
general las sales son cristalinas y solubles en agua y en alcohol. La mayoria de las
sales son incoloras, sin embargo se conocen bastantes excepciones (por ejemplo
berberina). Las soluciones alcalinas, tierras alcalinas, hidroxidos, carbonatos

alcalinos y el amoniaco, liberan las bases de sus respectivas sales. *

Muy a menudo las bases libres son sélidos cristalinos incoloros practicamente
insolubles en agua pero solubles en la mayoria de los solventes organicos. *?
Normalmente las bases libres son solubles en la mayoria de los solventes organicos

y pueden ser separados de las soluciones acuosas simplemente por extraccion de



estas con un solvente organico inmiscible. El conocimiento del pKa de los alcaloides
es importante para la seleccion del método de aislamiento de la materia vegetal, asi

como para la seleccién del método adecuado para su cuantificacion e identificacion. *

Muchos de los alcaloides contienen uno o varios carbonos asimétricos, por lo
gue presentan una actividad 6ptica. El grado de rotacion 6ptica de un alcaloide es
caracteristico de cada tipo. La actividad optica, de los alcaloides puede ser utilizada

para la identificacién y cuantificacién de compuestos a si como su pureza. *

Las formas |- y d- de los alcaloides, generalmente tienen efectos fisiologicos
diferentes, como en el caso de la hiosciamina, en donde la fraccion I- tiene el doble
de actividad que la mezcla racémica y de 12 a 20 veces mas potente que la fraccion
d- 1

3.1.4 FUENTES

Los alcaloides no estan limitados a uno o a un pequefio grupo de familias de
plantas sino que aparecen dentro de todo el reino vegetal y en algunos casos en el
reino monera. Algunas familias de plantas contienen relativamente muchas especies
gue contienen alcaloides, y algunas plantas producen cantidades relativamente
mayores de alcaloides comparadas con otras especies’. Mas de 800 especies de 77
familias de plantas son conocidas por producir alcaloides, la cantidad varia desde un
alto porcentaje (e.g. 15% en peso en la corteza de la cinchona') hasta fracciones
menores al 1% (0.1% en peso en el ergot). Quimicamente los alcaloides
provenientes de varios miembros de una familia estan cercanamente relacionados,
es asi que inspecciones quimicas de alcaloides de diferentes familias muestran que
los alcaloides no solo tienen estructuras similares, sino que desde el punto de vista
bioenergético, sabemos que su formacién sigue caminos similares. * Se sabe que las
familias Solanaceae y Erithroxylaceae producen alcaloides tropanicos y algunas

clases de nicotinas, higrinas y solaninas. *



Los alcaloides aparecen en plantas en forma de sales y raramente en forma de
bases libres. Los &cidos con lo que mas comunmente estan combinados son los
acidos malico, tartarico, acido citrico y en algunos casos, mecoénico, quelidonico y

sulfarico. *

Asi también los alcaloides, se pueden presentar en varias partes de la planta o
en secciones especificas.'>'® En plantas vivas se les encuentra disueltas en el
citosol. Las plantas jovenes contienen mas alcaloides, particularmente en tejidos de

rapido crecimiento,'?*°

en drganos mas viejos los alcaloides se encuentran en mayor
proporcion en las partes periféricas como la corteza y céscara, mientras que se

encuentran en menor proporcién en las areas centrales. *

Los alcaloides tienden a acumularse afio con afio en los 6érganos perennes, sin
embargo no es bien sabido exactamente en que parte se forman los alcaloides y
aunque en algunas especies se sabe que se producen en las raices para luego ser
distribuidos al resto de la planta, una regla confiable no puede ser establecida acerca

de que 6rgano contienen mas alcaloides. ***

3.1.6 REACCIONES GENERALES DE LOS ALCALOIDES

Los alcaloides muestran varias reacciones en comun, sin embargo estas
reacciones, también son positivas para otras aminas y proteinas, por lo que los
alcaloides deben primero ser separados de los constituyentes de la mezcla para
luego ser analizados.

Como prueba inicial para corroborar la presencia de alcaloides, se utiliza un
precipitador de alcaloides como acido fosfo-tungsténico, yodo en yoduro de potasio,
ioduro de bismuto potasico, tanina, etc. La presencia de un precipitado indica la

presencia de alcaloides. *



En estado natural la mayoria de los alcaloides aparecen en forma I-, la cual es
generalmente la forma activa del alcaloide, la raceizacion en las formas dI- ocurre en

las solonaceas a temperatura ambiente y se incrementa al elevar la temperatura. *

3.1.7 DETERMINACION CUANTITATIVA.
Se consideran tres pasos basicos para una determinacion cuantitativa exitosa:

(1) aislamiento, (2) purificacién, (3) determinacion. *

El primer paso, el aislamiento, es logrado por la extraccion del alcaloide con
solventes organicos como etileter o cloroformo después de haber alcalinizado el
medio. **° La purificacién consiste en transferir el alcaloide en forma de sal a una
solucion acuosa acida por la agitacion de esta en la fase organica; después de la
separacion se alcaliniza la solucion acuosa y es agitada en presencia de un solvente
organico inmiscible en la fase acuosa; se evapora el solvente organico y el residuo
sélido es disuelto en etanol. En la determinacién se toma la solucion alcohdlica y se

titula por acidimetria, iodometria, polarometria, polarografia o colorimetria. *



3.2 El Toloache.
3.2.1 ETIMOLOGIA.

La palabra Toloache viene de toloatzin que en lengua nahuatl significa "cabeza
inclinada". Este nombre hace referencia a sus flores, las cuales se aprecian

inclinadas o caidas.®”%

La referencia de manzana espinosa o0 hierva hedionda se
debe a las caracteristicas espinas que tiene el fruto y al mar olor que despide la

hierva en general.

3.2.2 SINONIMOS

En México se le conoce como tiene una gran variedad de nombres, siendo los
mas conocidos: Toloache, toluache, tapate, tlapatl, toloatzin, nacazcul, hierba del
diablo, trompetilla, burladora, santas noches, cornescopia; ademas de las voces
mayas tohku y mehenxtoku, sin embargo alrededor del mundo tambien se le conoce
como Hierba hedionda, higuera loca, manzana espinosa (Thornapple), chamisco,
belladona de pobre, peo de fraile (Puerto Rico); chamico, clarin (Cuba); chamico,
giganton, peo de fraile, tapete (Costa Rica); floripondio blanco (Panama); fiongué

(Colombia); fiongué morado (Venezuela); chamico, cojon del diablo (Perd). * %%

3.2.3 FILOGENIA.

El Toloache es una especie conocida en América, Europa, Asia y Africa, desde
tiempos antiguos, siendo comun el uso de esta planta. El Toloache , asi como ocho
especies reconocidas en México, pertenecen al genero de Daturae, miembro de la
familia de las Solanaceae, cuentan con aproximadamente 200 subespecies siendo la
principal caracteristica de esta familia los variables contenidos de alcaloides

contenidos en sus tejidos.“"22

En México sobreviven la Datura stramonium, Datura ceratocaula, Daturainoxia,
Datura meteloides, Datura inoxi, Datara discolor, Datura proinosa, Datura quericfolia,
Datura villosa.”” Mientras que alrededor del mundo podemos encontrar especies

como Datura arborea, Datura feroz, Datura fastuosa, Datura tatula.*??



3.2.4 LOCALIZACION Y DISTRIBUCION.

Muestra la distribucion del Toloache a nivel mundi
El estramonio es una planta que puede ser encontrada habitualmente en forma

salvaje Africa, América, Asia y Europa (mapa 1). * En México (mapa 2) se le ha

Mapa 1. 4
l.

encontrado tanto en areas humedas como en zonas aridas de las regiones de la
Planicie Costera, Intermedia del Noroeste, Altiplano del Suroeste y en laderas de la

Sierra Madre Oriental, en lotes baldios, areas de cultivo y en angostaderos

Mapa 2
Se muestra la distribucion del Toloache en la Republica.
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sobrepastoreados. Crece en bosque de encino, pino, pino-encino y otras coniferas, a
una altitud de 1900 a 2500 m, ruderal, arvense.®’ Requiere de suelos con calcio

siendo la falta de este la causa de bajas producciones de alcaloides.™

3.2.5 RECOLECTA.

El aprovechamiento es doméstico®. A pesar de esto su aprovechamiento a gran
escala ha sido prohibido por la Secretaria de Salud por considerar que puede tener
efectos téxicos (Acuerdo del 15 de Diciembre de 1999, Diario Oficial). ® Sin embargo,
se suelen recolectar una gran cantidad de plantas en estado silvestre, usando
principalmente plantas jovenes (plantas que han sobrepasado 30 cm de alto y menos

de 1 m de alto). **

3.2.6 COMERCIALIZACION.

Se autoconsume Yy se vende por encargo. En México es muy comun encontrar
el Toloache en mercados y tiendas de herbolaria. ° Como experiencia personal
menciono que el material vegetal fue encontrado aun fresco y ya seco en el mercado
de Sonora, localizado en el DF, pero también pude ser localizado en algunos otros
mercados dentro de la ciudad o en mercados con hierveros especializados. En
algunos caso fue posible encontrarlo ya en preparaciones y con instrucciones

precisas para su uso.

3.2.7 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

Hierba anual, con tallo erecto de hasta 1 m de altura, ramificado soélo en la parte
distal (inflorescencia) (Fig 4-5). Hojas alternas, grandes y anchas (hasta 20 x 15 cm),
pecioladas, con limbo de contorno ovado y margen con anchos dientes triangulares,
casi glabras (existen pelos muy dispersos). Inflorescencia en forma de dicasio

compuesto (Fig. 6-8).°'



Flores grandes, pentameras. Céliz tubular, verde, de 3-5 cm de longitud. Corola
tubular abierta en forma de embudo, azul palido o blanca, a veces con tonalidades
rosadas, de 5-10 cm de longitud. 5 estambres fusionados a la corola. Ovario supero,
bicarpelar, que fructifica en una cépsula erizada de aguijones rectos y conicos (1-2
mm en su base), dehiscente por 4 valvas. Durante la fructificacion el caliz se
fragmenta por una linea transversal cerca de su base. La parte basal del caliz
permanece en el fruto y es acrecente (crece durante la maduracion del fruto),

mientras el resto se desprende junto con la corola.Florece en verano (Fig.9-11)°".

N
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El fruto del Toloache es una cépsula ovoide y espinosa, de aproximadamente 3
a 3.5 cm. de largo. Tiene cuatro celdas en su parte basal pero en la parte superior

solo dos correspondientes a los carpelos. El tejido interno del fruto se conforma para

estructurar cuatro secciones las cuales tienen una abundante cantidad de semillas. ®’

Por otra parte las semillas son aplanadas y con una silueta arrifionada, de
aproximadamente 3 a 3.7 mm de largo, 2.5 a 3 mm de anchoy de 1 a 1.6 mm de
grueso. Poseen una cascara de color negrusco o café oscuro y con una superficie
repleta de depresiones de cerca de 0.3 mm de ancho (Fig. 15-17).°’

El hileon, se presenta en el borde interior de la semilla, el interior de la semilla
esta rellena con un endosperma oleoso, el cual tiene en su interior un embrién de
aproximadamente 0.6 mm de didmetro. Las semillas trituradas, tiene un olor
desagradable y un sabor picante y oleoso. *° Los alcaloides se encuentran

acumulados en las células colapsadas de la capa nutriente de la cascara, justo por



encima de la epidermis. Ningun alcaloide ha sido detectado en endosperma o
embrién (Clautriau, 1894).

3.2.8 PRINCIPALES COMPONENTES

Los principales alcaloides esteres del tropano en los tejidos del Toloache son la
hiosciamina, atropina (mezcla racemica de la hiosciamina R,S), apoatropina,
escopolamina (hioscina), homatropina, litorina, anisodamina, anisodina (fig. 18-24)
asf también en menor cantidad &cido carisatrépico. "’ Siendo la hiosciamina el éster
tropanico que se presenta en mayor cantidad, mientras que la atropina, apoatropina y

la belladonita parecen formarse en el proceso de extraccién de la hiosciamina. °

En preparaciones en donde se utilizan hojas secas, ramas con flores y frutos se
puede encontrar hasta un 0.7% de alcaloides hiosciamina, atropina, apoatropina,
belladonita y escopolamina (hioscina). Asi también se obtiene daturina que es la

mezcla de hiosciamina y atropina. °

Es importante mecionar que la literatura reporta que las semillas de Toloache
contienen porcentajes variables de alcaloides totales por lo que un porcentaje exacto

no puede ser establecido.®

El contenido total de alcaloides consiste en una mezcla que contiene
principalmente de I-hiociamina con trazas de hiocina y posiblemente atropina.
Ademéas podemos encontrar una mezcla de aceites compuesta principalmente por
glicéridos daturicos asi como también otros &acidos menos comunes, tal mezcla

conforma del 15% al 30% del peso total. ®

El contenido de alcaloides en plantas jévenes es variable pudiéndose encontrar
alcaloides practicamente en toda la planta siendo estos mas abundantes en las hojas
medianas (5 a 9 cm) y tallos que en hojas viejas y jévenes (9allcm ylab5cm
respectivamente) o en flores y frutos. *° En plantas viejas el contenido de alcaloides

se reduce pero mantiene la misma proporcion. *°



3.2.9 PRODUCCION.
El Toloache es una planta anual, por lo que su sembrado se realiza

2 1119 3 una distancia

generalmente a principios de mayo,*” en terrenos calcareos
aproximada de entre un metro entre una semilla y otra. Se cultiva para la produccion
de alcaloides en el sureste de Inglaterra, asi como también en Alemania, Francia y
Hungria. * Alrededor de 15,000 kg de alcaloides son producidos anualmente en US,
los métodos de produccidon son muy variados y dependen de la naturaleza del

alcaloide.

Debido a que el material vegetal utilizado contiene varios &cidos, los cales
podrian causar la hidrdlisis de los alcaloides, se utilizan agentes neutralizadores
como carbonato de calcio, el cual es agregado al liquido de extraccion durante el

proceso. »*

Es también de importancia mencionar que el cultivo del estramonio, conlleva el
analisis de los requerimientos nutrimentales asi como las cualidades del suelo donde
sé siembra, ya que en fechas recientes se ha demostrado que factores como la
presencia de calcio y nitrogeno fijado aumenta notablemente la produccion de

alcaloides en la planta, mientras que la ausencia causa una severa reduccion del
11
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Por lo general se utilizan hojas secas, ramas con flores y frutos, sin embargo se
especifica que no debe contener mas de un 3% de tallos gruesos de mas de 8 mm
de didmetro, asi también no debe contener mas de 4% de cenizas insolubles en
acidos. En cuanto al contenido de los alcaloides, no debe contener menos de 0.25%
de alcaloides de estramonio.’

3.2.10 ADULTERANTES

Para cumplir con los requerimientos de materia vegetal, es muy comun
encontrar adulterantes en las preparaciones de estramonio, en las cuales en comun
encontrar hojas y frutos de Xanthium italicum(Fig. 20-21), y otras especies de este
genero; Carthamus helenoides (Fig. 22) y Chenopodium hybridum (Fig 23-24),
representan adulterantes comunes, todo desde el hecho de que la fisonomia de sus

hojas es muy similar a la del estramonio. °

[Figura 24} Y 304



En mi experiencia personal, también encontré una variedad de plantas con
caracteristicas muy similares al Toloache, sin embargo tenian aplicaciones
totalmente distintas como el tratamiento de la diabetes o dolores musculares, fue por

tanto importante mantener un conocimiento claro de las caracteristicas del Toloache.

3.2.11 TOXICOLOGIA.

Al ser una planta de facil crecimiento es comun encontrar el Toloache cerca de
poblaciones o en areas de pastoreo®’ por lo que son muy comunes los casos de
intoxicacion de ganado y personas, teniendo mayor relevancia la intoxicacion de
nifios, a los cuales se les hacen especialmente atractivos los frutos de esta planta.*®
Se reporta que para adultos se requiere la ingestién de 20 a 30 frutos, sin embargo
para nifios solo se requiere medio fruto o una dosis de 10 mg para ser letal. ** Entre
los principales sintomas que podemos encontrar por el consumo del Toloache se
encuentran los denominados sindromes anticolinergicos'®: sequedad de boca,
taquicardia, midriasis acentuada, nauseas, agitacién, delirio, pérdida de la
consciencia y muerte por depresion de los centros respiratorios, pupilas dilatadas,
taquicardia piel reseca, contraccion intestinal, retencion urinaria, depresion del
sistema nervioso central, agitacion severa, alucinaciones, confusion, taquicardia
supraventricular entre otros.**'®* Por sus propiedades también se han reportado
casos de suicidios exitosos al mascar, fumar o ingerir en exceso partes o la planta
completa.

En la mayoria de los casos de intoxicacion es necesario un lavado estomacal
para remover la materia vegetal y la aplicacion de medicamentos con propiedades
como la de la acetilcoliensterasa.”>® Entre los tratamientos mas socorridos se

encuentra el uso de benzodiacepinas seguido de un lavado nasogastrico a fin de

13,18

reducir la agitacion y eliminar la materia vegetal en el organismo este sistema

tiene la ventaja de reducir el estrés por el que pasa el paciente ademas de aumentar

sus posibilidades de supervivencia. ****



Desde tiempos remotos se le han atribuido diferentes propiedades al Toloache,
siendo las principales sus propiedades saporificas, sin embargo también sabemos
gue tiene propiedades toxicas debido no solo a su contenido de alcaloides y
metabolitos relacionados, sino también a otras sustancias que se producen dentro
del metabolismo en general. Asi podemos encontrar referencias de propiedad
antihelminticas y antiparasitarias'>, en donde la planta es consumida sola o junto con
otras yerbas o como repelente de insectos y ardcnidos como moscos, moscas,
chinches pulgas y piojos.™ De igual manera en tiempos recientes se ha dado su uso
como alucindgeno en lugares como Europa y EUA.™ El uso de esta planta para el
suicidio u homicidio ha sido comun desde hace mucho tiempo gracias a sus
propiedades sobre el SNC, siendo necesario el consumo de partes o toda la planta
completa para conseguir tal fin. %

3.2.12 USOS DEL TOLOACHE.

En cuanto a sus propiedades antimicrobianas se han hecho estudios
comparativos donde extractos de plantas de la damilia Datura son comparados con
ampicilina (Tabla 1). Los resultados muestran que el extracto de D. stramonium tubo
una actividad antibacteriana leve contra bacterias Gram (+) a 2.5 mg/ml y a
concentraciones menores no fue efectiva. “* D. innoxia presenta activiad antibacterial
contra bacilos de la variedad subtilis, Enterococcus faecalis y Staphylococcus
aureus. ** La activdad fue dependiete de la dosis presentando un maximo a was
highest a 2.5 mg/ml. Ambos extractos tuvieron poco a nulo efecto contra Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa. ** Cuando los resultados se comparan con la
ctividad antibacterial de la ampicilina, los extractos de planta tubieron igual o major

actividad antibacterial.**

Tabla 1

Actividad antibacterial de extractos de D. stramonium y D inoxia.

Zona de inibicion

Microorganismos D. innoxia’ D. stramonium® | Ampicilina®
25(1125(0.75125]1.25|0.75
Bacillus subtilis PTCC 1024 (ATTC 465) | 18 | 14 10 11 |8 7 14
Staphylococcus aureus ATCC 25923 12 0 10 |7 0 13
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Escherichia coli ATCC 25922 9 0 0 0 0 0 0
Enterococous faecalis ATCC 29212 13 | 10 7 9 0 0 11
Pseudomonas aeruginosa ATCC 85327 | 0 0 0 0 0 0 0
PTCC, Persian Type Culture Collection; ATTC, American Type Culture Collection.

a Inclye el diametro del disco (6 mm).
b Concentracion probada, mg/ml.
¢ 10 Ag/disk.

El Toloache y varios ejemplares en la misma familia han sido recientemente
estudiados y propuestos como mecanismos metabolizadores de pesticidas comunes
(paration, metil-paration, fluorodifeno y nitrofeno).* Dado que componentes fenolitos
naturales y no naturales forman parte del metabolismo y funciones bioldgicas de la

planta, estan regulados por metabolismo y compartimentizacién.®

3.2.13 CULTIVO Y REQUERIMIENTOS.

En la actualidad existe un gran numero de sistemas propuestos para el cultivo
de esta planta dado que la recolecta de especies salvajes para aprovechamiento
industrial no es suficiente. Es por tanto que se recomienda mantener ciertas
condiciones minimas para obtener un adecuado desarrollo® de las plantas y més
importante aun aumentar el rendimiento de alcaloides contenidos, las
recomendaciones son:

« Luz: La planta en todas sus fases de desarrollo puede aprovechar sin
problema la luz directa del sol, sin embargo para el desarrollo de las semillas
es recomendable una luz roja o en infrarrojo lejano para inducir la
germinacion, asi también un almacenamiento previo en la tierra a cultivar
asegura una mayor cantidad de semillas germinadas.”

« Suelo: La planta no requiere un tipo de suelo en especial, pero para un buen

rendimiento de alcaloides, se recomienda que el suelo sea calcareo™***’

y con
un buen insumo de nitrégeno en forma de nitratos, siendo aceptado el amonio
o el carbonato de amonio. Asi también la presencia de bacterias nitrificantes
tales como Agrobacterium rhizogenes significa una elevacion del nitrégeno

fijado lo que se traduce como un mayor insumo para la planta.***"#°
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Plaguicidas: El uso de hervisidas no es muy recomendable dado el hecho que
el uso de Clorosulfuron y Glifosatos, inhibe el pleno desarrollo de la raiz de la
planta, por otra parte herbizidas como el Metilato de jasmonato incrementan
el desarrollo de la raiz de la plata. La proporcion de alcaloides tambien se ve
afectada ya que al usar Clorosulfuron y Glifosatos, la cantidad total de
alcaloides disminuye mientras que con el uso de Metilato de jasmonato
aumenta notablemente.*

En cuestion de plagas, el Toloache es especialmente sensible al ataque por
hongos saprofitos entre el que destaca Alternaria crassa por lo que un control
correcto de humedad y temperatura (si se usa invernadero) es muy

recomendable.
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3.3 Alcaloides en el Toloache
3.3.1 TROPINA Y ALCALOIDES SIMILARES

Los esteres de la tropina o escobina unidos a acidos especificos (tropico,
atropico, tiglico) son alcaloides tipo tropano. Existen al rededor de 200 tipos de
alcaloides, los cuales comprenden mono, di y triesteres, carboxilatos y benzolatos del

tropano®*?

y se han logrado aislar de muchos tipos diferentes de familias tal como
Solanaceae, Erythroxylaceae, Convolvulaceae, Proteaceae, Rhizophoraceae,

Brassicaceae, Euphorbiaceae, sin embargo no se describen concentraciones. ®
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Los alcaloides aislados mas importantes en terapia son la escopolamina y la I-
hiosciamina junto con su forma racemiza, la atropina. La mayoria de los alcaloides
tropanicos, son quirales.’ La atropina no esta presente como tal en la planta, sin
embargo la |-hiosciamina racemiza durante el proceso de secado y particularmente
en los procesos con alta temperatura y medios muy alcalinos.™® Este es un efecto
contraproducente dado el hecho de que la atropina es solo la mitad de efectiva que la

l-hiosciamina, mientras que la toxicicidad no disminuye. *

Existen ademdas metabolitos tropanicos monociclitos como la higrina y los homologas
de anillo agrandado del tropano como la pseudopeletierina y la peletierina
monociclica aparecen en el metabolismo de los alcaloides ya que se forman por

pasos bisosintéticos similares (Fig. 32-36).°
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Anatoxinas como homotropanos con un anillo biciclico agrandado tienen
propiedades toxicolégicas. °
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Las Calisteginas (Fig. 40-44) son un grupo de alcaloides no eterificado del
tropano hidroxilado, los cuales llevan 3, 4 o 5 grupos hidroxilo, 1o que los hace
altamente solubles en agua y de dificil separacion a cualquier pH con solventes

organicos, por lo que es comun encontrarlos en las aguas madres de los alcaloides
tropanicos.
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3.3.2 FARMACOLOGIA Y USOS

Las drogas anticolinérgicas como la I-hiosciamina, actuan como antagonistas
competitivos en los receptores colinérgicos muscarinicos, preveniendo el acceso de
la acetilcolina. Los efectos de las drogas anticolinérgicas pueden ser superados por
el aumento de la concentracion local de acetilcolina en el receptor muscarinico. Hay
diferencias entre la potencia de las drogas anticolonérgicas (atropina, escopolamina,
y glicopirrolato), que pueden ser explicadas por las subclases de receptores

muscarinicos colinérgicos (M-1, M-2, M-3) y por la variaciéon en la sensibilidad de los



diferentes receptores colinérgicos. Por ejemplo los efectos de la atropina en el
corazon, musculos lisos bronquiales y tracto gastrointestinal son mayores que con la
escopolamina. Es por tanto que los alcaloides del Toloache son utilizados para aliviar
espasmos bronquiales en asma, constipacion debido a espasmos intestinales y como
1

midriatico. -~ Asi también, debido a que el sistema parasimpéatico provoca el

incremento en la secrecién glandular, los alcaloides de la tropina se usan para la

reduccion de las secreciones bronquiales, estomacales, biliares y pancreaticas. **°

La I-hiosciamina es usada en patologias motrices; el uso de la escopolamina
actua de forma similar, sin embargo la escopolamina, tiene un efecto sedativo mucho
mayor en el Sistema Nervioso Central (SNC), por tales motivos, varios siglos atras,
las drogas tropanicas eran utilizadas como sedantes, particularmente en el dolor de

muelas.>?®

Los alcaloides tropanicos, ejercen una estimulacion en el SNC en pequefias y
medianas dosis, mientras que largas dosis causan intoxicacion con alucinaciones,
frenesi, luego somnolencia, y finalmente paralisis del sistema respiratorio. »*> Es por
tal motivo que en la antigiiedad las drogas de esta familia eran utilizadas como
agentes intoxicantes (pociones de amor, unglientos en brujeria, inductores de locura

temporal).>*

La atropina, como la escopolamina, es una amina terciaria lipido soluble capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica y ejercer algunos efectos sobre el SNC. La
vida media de eliminacion de la atropina es de 2.3 horas, con solo el 18% de la
atropina excretada sin cambios. La atropina parece que experimenta hidrélisis en
plasma con la formaciéon de metabolitos inactivos de acido tropico y tropina. La
duracion de accién es de 45 minutos a 1 hora cuando es dada por via intramuscular

0 SC, y menos cuando es dada por via IV. *#*%



3.3.3 BIOSINTESIS.

La biosintesis de los alcaloides con anillos tropanicos como Litorina 1 y
hiosciamina 2 ha atraido mucho la atencién durante varios afios. ***?>?’ El origen del
esqueleto de los anillos de tropano es reconocido hoy en dia por surgir de
aminoacidos como ornitina y metionina, y compuestos mas sencillos como acetatos.
9,14

El proceso inicia cuando la ornitina es convertida en putresina y esta a su vez
en N-metil-putresina por la accion de la N-metiltransferasa®, los cuatro atomos de
carbonos C (1), C (5), C (8) y C (7) y el &tomo de nitrégeno derivan del lon N-metil-01*
—pirrolato 3; el grupo N-metilo deriva del grupo metilo de la metionina via S-
adenosilmetionina (SAM), los tres atomos restantes C (2), C (3) y C (4) son

integrados por los acetatos, "%

(Esquema 1) Sin embargo los detalles su
incorporacidon aun no son claros. A la fecha el Gnico precursor incorporado
exitosamente al esqueleto del anillo tropanico es 4.°'* Claramente 4 podria surgir
como la condensacion de acetoacetato con 3, o0 alternativamente por dos
condensaciones secuenciales de acetato/malonato con 3. ° Finalmente la Littorina 1
es transformada en hiosciamina 2 por una isomerizacion de su ester (R)-fenilactato.
Este tipo de rearreglo de la cadena de carbono encuentra su precedencia en la
isomerizacion mediada por la coenzima B;, en donde es bien sabido que las
isomerizaciones son acompafadas de un proceso de intercambio vicinal, donde el
atomo de hidrogeno y el grupo funcional que migra, intercambian lugares en los
atomos de carbono adyacentes. !’ Sin embargo estudios recientes hacen alusién a
gue el proceso de intercambio vecinal solo ocurre en proporcion minima mientras
gue un sistema aun no especificado de oxidacion in vivo es el verdadero responsable

del paso de Litoria 1 a Hiosciamina 2. *’

Por otra parte la incorporacion fallida de 5 (en situaciones en que 4 se logro
incorporar), muestra que la incorporacién de los acetatos no es secuencial,” por lo

que podemos suponer que lo que se une a 3 es acetoacetato y no dos acetatos.
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Una cuestion de importancia es el establecimiento de la regulacion biosintética
de los alcaloides debido a que en las fases tempranas del proceso, la putresina es
compartida en el metabolismo de poliamidas y la sintesis de alcaloides.'**"?° SAM
N-metiltranferasa es la enzima involucrada en la remocion de los precursores de la
putresina del medio, consecuentemente provocar el desvio del proceso hacia la

produccion de alcaloides. ' *"*°

De igual manera, el proceso se ve afectado por la accion de dos enzimas que
actuan e la conversion de tropinona a tropina y pseudotropina; La TR I 'y la TR 1l
actian reduciendo la tropinona en tropina y pseudotropina respectivamente, sin
embargo existen serias diferencias en cuanto a su funcionamiento, siendo mas

notorio en esto en la TR |, la cual es notoriamente dependiente del pH del medio y



presentando un maximo de accién en un reducido rango alrededor de pH 6.4; por
otra parte la TR Il presenta un 90% de accion en un rango que va de 5.2 a 8.2
teniendo un maximo a 6.4. La relacion de accidon de las dos enzimas parece ser de
10:1 y en algunos casos de 20:1, por lo que el metabolismo tiende a la formacion de
tropina y subsecuentemente compuestos como hiosciamina y escopolamina,
mientras que un el porcentaje que tiende a pseudotropina termina en la produccién

de calisteginas.®*

A pesar de que la encima Putrecina SAM N-metiltranferasa manifiesta altos
niveles de actividad, aun mas que la descarboxilacion de arginina y ornitina,
produciendo en algunos casos agotamiento de sustrato, presenta un factor regulador,
debido a que es extremadamente sensible a la presencia 0 ausencia de calcio
proveniente del sustrato de crecimiento. ** Siendo asi el caso de que la produccién
de alcaloides totales en la planta es reducida y casi anulada en suelos pobres o con

ausencia de calcio. *+%°

En la seccién 3.1.2, se menciona que las aminas primarias suelen ser
venenosas para las plantas’, es por tal motivo que la planta posee sistemas de
desintoxicacion lo cuales consisten principalmente en enzimas con capacidad

oxidante, lo que produce una ruptura del enlace éster de las estructuras tropanicas. **

3.4 Métodos de Andlisis

En la actualidad existen una variedad de métodos analiticos para la deteccion
de alcaloides derivados del tropano, dichos métodos incluyen acoplamiento de
sistemas de separacion con sistemas de deteccion, tal es el caso de la
Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE), la Cromatografia de Gases

8,19

(CG) y en algunos casos la Cromatografia en Capa Fina (CCF)™, acoplados a

sistemas como Deteccion Fosforo Nitrégeno (DFN), Detector de lonizacion de Flama
(DIF), Detector de Arreglo de Diodos o Fotodiodos (DAD), Ultravioleta (UV), Infrarrojo

(IR), Resonancia Magnetica Nuclear (NMR) etc. %0492



Dada la gran cantidad de analitos presentes el metabolismo de las Solanaceae
es necesario una revision de los actuales y mas recientes sistemas para la deteccion
de alcaloides tropanicos. Es por tanto que se hara referencia a métodos publicados y

cuyo valor se aprecie para fines practicos de nuestra tematica.
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En la actualidad existen una variedad de métodos analiticos para la deteccion
de alcaloides derivados del tropano, dichos métodos incluyen acoplamiento de
sistemas de separacidon con sistemas de deteccion, tal es el caso de la
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sistemas como Deteccion Fosforo Nitrégeno (DFN), Detector de lonizacion de Flama
(DIF), Detector de Arreglo de Diodos o Fotodiodos (DAD), Ultravioleta (UV), Infrarrojo

(IR), Resonancia Magnetica Nuclear (NMR) etc. %992

Dada la gran cantidad de analitos presentes el metabolismo de las Solanaceae
es necesario una revision de los actuales y mas recientes sistemas para la deteccion
de alcaloides tropanicos. Es por tanto que se hara referencia a métodos publicados y
cuyo valor se aprecie para fines practicos de nuestra tematica.

3.4.1 CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

También conocida como HPLC (High Performance Liquit Chromatography), es
uno de los métodos de separacion mas utilizados hoy en dia. Entre los métodos
documentados para la determinacién cuantitativa y cualitativa de alcaloides

tropanicos encontramos los siguientes.

Metodo |
1.Se propone un método para el analisis simultaneo de hiosciamina, escopolamina,
6B-hidroxihiosciamina y apoatropina por CLAE de fase inversa. '
a. Reactivos:
I-hiosciamina, escopolamina HBre3H,O y apoatropina, fueron obtenidos de Merck
Alemania, hidroxihiosciamina fue obtenida de Hangzhou Drug Inc. China,
Acetonitrilo y metanol grado CLAE fueron obtenidos de Carlo Erba, Italia, agua
purificada a través de una membrana Millipore Milli-Q™ 5 obtenida de USA.

b. Extraccion de los Alcaloides:



Un liofilizado y pulverizado de material vegetal (200-500 mg) fue extraido
inicialmente con 25 mL y tres lavados mas de 20 mL con una solucion de
cloroformo-metanol-hidréxido de amonio concentrado (15:5:1, v/iv/v) en
sonificador a 27 T £ 2 T por lapsos de 10 minutos cada uno. Cada fraccion fue
filtrada en vacié con papel filtro. Se reunieron las fracciones y el total fue secado
sobre Na,SO4 (1.0 g) y evaporada a hasta sequedad por presion reducida a 50
C.
c. Preparacion para Extraccion en Fase Sdlida:
Se Usaron columnas superlimpias LC-18 (500 mg, 3 mL) distribuidas por Supelco
Inc. USA. Las muestras fueron disueltas en 1.25 mL de metanol, disuelto con 3.75
mL de solucion amortiguadora de fosfatos 8.0 (0.053 x 30 mM/0.947 x 30 mM
KH,PO4/K;HPO,4, y homogenizadas por sonificacion. Después de una
centrifugacion a 6000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante fue cargado en una
microcolumna con fase estacionaria de octadecilo, activada previamente con
metanol (5 mL), seguido de agua bidestilada (5 mL) y solucién amortiguadora de
fosfatos 30 mM pH 8.0 (5 mL). El soporte es entonces, lavado con 2.5 mL de la
solucion metanol- 3 mM sol. Amortiguadora de fosfatos pH 8.0 (25:75, v/v) y 2.5
mL de agua para remover la matriz. Cuando la solucion haya pasado a través de
la columna, se seca la columna con vacio aplicado en la salida de la columna. Los
alcaloides tropanicos son eludios con 1 mL de TFA al 2%, seguido de 7.5 mL de
metanol 0.2% en TFA-agua (98:2, v/v), con un flujo de 0.5 mL/min. Las muestras
fueron llevadas a un volumen final de 10 mL con metanol
d. Exdmenes de Recuperacion.
d.1 Solucién Estandar.
Se preparé una solucion estandar conteniendo hiosciamina, escopolamina,
6[-hidroxihiosciamina y apoatropina (400 pg/mL de cada uno) en metanol. La
solucion fue disuelta cuatro veces en solucion amortiguadora de fosfatos (30
mM; pH 8.0); alicuotas de 5.0 mL fueron sometidas al proceso (c.). Para la
solucion estandar, la recuperacion fue calculada como el porcentaje de la
cantidad aplicada inicialmente en la fase estacionaria.

d.2 Muestras Fortificadas.



Seis muestras idénticas de extracto seco de raiz fueron preparadas
correspondientes cada una a 250 mg de material vegetal. 3 muestras fueron
disueltas en 1.25 mL de metanol y 3 mas fueron disueltas en 1.25 mL de la
solucion estandar, ambos grupos fueron disueltos en 3.73 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (30 mM; pH 8.0). Después de una homogenizacion
se someten a ambos grupos de muestras al procedimiento (c.). El indice de
recuperacion (R) fue calculado de la siguiente forma:

R= 100(Cencontrado - Ci nicial) / Cagregado
e. Eficiencia de la extraccion.

El acompletamiento de la extraccion fue determinado seis extracciones sucesivas
de raiz de D. innoxia (500 mg). Las cuatro primeras extracciones fueron obtenidas
siguiendo el protocolo descrito en el inciso (c.). Las dos extracciones sucesivas
fueron realizadas usando 20 mL de solvente por 10 minutos. Solo pequefas
cantidades de alcaloides fueron detectadas en el quinto extracto: 2.4% (+0.5%, n=
3) 601-hidroxihiosciamina, 0.5% (£0.2%, n=3) de escopolamina y 1.2% (+0.2%
n=3) de hiosciamina. Apoatropina no detectada. Los resultados fueron
expresados como porcentajes del contenido de alcaloides medidos en la mezcla
de las cuatro primeras extracciones. No se detecto ningun analito en el sexto
extracto.
f. Condiciones del aparato.

Los andlisis de CLAE fueron realizados en un sistema Surveyor (Termo Finnigan
USA) consistente en una bomba cuaternaria con degasificador de vacio
integrado. Un detector de Areglo de Foto-Diodos (AFD) y un muestreador. La
separacion se desarrollo en una columna Phenomenex Luna C;g de fase inversa
de 5 um (250 cm x 4.6 cm de D.l.), acoplada a una columna de seguridad C,g (8
mm x 3 mm de D.l.). La temperatura de la columna fue de 30 . El volumen de la
inyeccion, fue de 5 [IL. la fase movil consistia de acetonitrilo-metanol-solucion
amortiguadora de fosfatos 30 mM KH,PO4-K;HPO, (815:185, g/g) pH 6.0
(12:7.9:80.1, v/vlv). La velocidad de flujo fue de 1.0 mL/min. Los picos fueron
identificados por adicion estandar y deteccion por arreglo de diodos.

g. solucion estandar.



Se prepar6 una solucion estandar conteniendo 20.0 mg de hiosciamina,
escopolamina y 6B-hidroxihiosciamina, ademas de 10 mg de apoatropina en
metanol, todo en un matraz volumétrico. De esta solucion, se realizaron series de
diluciones a fin de lograr las concentraciones de 16, 40, 80, 120, 200 [Ig/mL de
hiosciamina, escopolamina y 6p-hidroxihiosciamina y de 4, 8, 20, 40, 60,
100ug/mL de apoatropina. En todas las diluciones, se utilizd Acido Trifluroacetico
(TFA) 0.1% en metanol, almacenadas a 4 C y llevada s a temperatura ambiente
antes de su uso.
h. Material vegetal.
Se utilizaron cultivos in vitro de D. Innoxia. Como medio de soporte se utilizo
medio sélido libre de antibidticos MS; sepas de los cultivos para futuras
investigaciones en tropanos, fueron conservados en 40 mL de medio MS y
cultivadas en un matraz erlen meyer de 100 mLa 24 +1 <.
2.Resultados y discusion
a. Extraccion en Fase Sdlida:
Fuertes interferencias debido a la matriz de la muestra serian esperadas a
longitudes UV bajas (205-210 nm), por lo que el uso de una extraccion de fase
sélida se vuelve imprescindible, mas aun cuando la extraccion con fase soélida
retiene y protege a nuestra columna de los denominados mata-columna (column
killer). Sin embargo, el uso de una precolumna, produce un aumento notable en la
presion y por tanto el ruido en la grafica. En este caso se logré la disminucién del
ruido utilizando una microcolumna LC-18 y utilizando como solvente para las
muestras metanol- 30 mM solucion amortiguadora de fosfatos (25:75, v/v; pH 8.0).
Mediante el uso de diferentes pH, se aseguro la completa elusion de los alcaloides,
reflejandose eso en buenos recuperamientos y reproducibilidad en la fase solida.
(Tabla 2y 3).



Tabla 2

Monto de recuperacion de hiosciamina, escopolamina y 60]-
hidroxihiosciamina y apoatropina, obtenidas en columnas de
octadecil usando estandar puros. (500 [1g)

Compuesto Encontrado ® + % de recuperacion.
SD (['g)

Apoatropina 501 £ 6.6 100.2

60- 486 £6.1 97.2

hidroxihiosciamina

Escopolamina 488 +5.7 97.6

Hiosciamina 484 + 4.7 96.8

Condiciones de la extraccion en fase solida, seccién 1c.
% datos de seis analisis

Tabla 3

Monto de recuperacién de hiosciamina, escopolamina y 60-hidroxihiosciamina y apoatropina,
obtenidas en columnas de octadecil usando muestras fortificadas de D. innoxia

Compuesto Cantidad iniciala £ Agregado Encontrado ® + SD % de

SD (1) (g (JJQ) recuperacion.
Apoatropina 36 +0.6 500 504 +7.0 93.6
6[]-hidroxihiosciamina 784 +20.5 500 1272 £17.3 97.6
Escopolamina 549 +£8.2 500 1024 £14.2 95.0
Hiosciamina 1494 + 13.9 500 1982 +18.9 97.6

Condiciones de la extraccién en fase solida, seccién 1c.
? datos de seis andlisis

2. Optimizacién del Proceso.
La separacion de alcaloides se llevo acabo en una columna Phenmenex Luna new-
generation (Cig), sin embargo la optimizacion del sistema se logro modificando
varios factores que se enlistan a continuacion.
a. Fase movil.
i.Selectividad del tipo de solvente: Se investigo en columnas Cg usando como
eluyente mezclas de solventes organicos y 0.1% TFA en agua. El acetronitilo
brindo buena resolucion en los picos, sin embargo, el tiempo de separacion para
los cuatro picos era relativamente largo (23 min). Por otra parte el metanol
produce mala elusion en los picos de escopolamina y apoatropina. Es asi que
una separacion completa de picos se logro utilizando una mezcla de acetonitrilo,
metanol y solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM, pH 8.0 (10.5:7:8.25
viviv). El metanol agregado a la fase mévil, ayudo a refinar la posicion del pico
de la escopolamina y disminuir el tiempo de separacion (18.22 min).



ii.pH: La separacion de picos se logro ademas con la adicion de solucion
amortiguadora de acetato de amonio (50 mM) logrando un pH de 6.0. Esto
provoco cambio dramético en el tiempo de retencién de la escopolamina, pero
no afecto notablemente el tiempo de los otros alcaloides debido a sus diferentes
pKa (escopolamina 7.6, 6pB-hidroxihiosciamina ~8.9, hiosciamina 9.7 y
apoatropina ~10.0)

b. Selectividad del tipo de columna.

Cambiando el tipo de columna se demostré que la apoatropina y la 6[1-

hidroxihiosciamina eran mejor separadas en al columna Cig que en la Cg, por

tanto la columna utilizada para posteriores analisis fue la columna C;g. Se realizo

un ajuste en la fase movil mencionada en el inciso anterior (12:7.9:80.1 v/vlv,

acetonitrilo, metanol y solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.0) y se realizaron

de nuevo las pruebas en columnas Cig y en Cg. Los resultados obtenidos en la

Cgs, muestran picos muy poco definidos en el caso de la apoatropina y la

hiosciamina; por otra parte los picos obtenidos con la misma fase movil en la

columna Cig fueron mucho mas definidos y se mejoro el tiempo de retencion de

cada alcaloide (apoatropina 9.15 min, 6pB-hidroxihiosciamina 10.6 min,

escopolamina 15.07 min y hiosciamina 18.56 min)

c. Aplicaciones.

En el caso de este proceso, una determinacion externa a 210 nm de los extractos

conteniendo hiosciamina, escopolamina, 6B-hidroxihiosciamina y apoatropina se

realizo para comparar contra los resultados obtenidos en este estudio,

obteniéndose resultados positivos.

Los limites absolutos de deteccion (LAD), fueron fijados en 0.3 ng para la tropina,

0.6 ng 6[1-hidroxihiosciamina y hiosciamina, y 0.8 ng para la escopolamina

3. Conclusiones del analista.

Un nuevo meétodo de CLAE, usando fase movil libre de agentes ionicos y
trietanolamina es descrito para la determinaciéon simultanea de hiosciamina,
escopolamina, 6-hidroxihiosciamina y apoatropina. Este método es simple y

sensitivo. Condiciones de operaciéon simplificadas y una selectividad probada en



particular sobre la escopolamina y 671-hidroxihiosciamina, hacen de este método mas

eficiente para el andlisis de alcaloides tropanicos.

Método I
1. Se propone un método para la identificacion de atropina y escopolamina por
CLAE acoplada a un sistema de deteccion de arreglo de diodos y espectrometria
de masas. **
a. Reactivos:
() Atropina (99%), clorhidrato de (-) escopolamina, cloruro de potasio, cloruro de
sodio, fosfato monobasico, fosfato dibasico de sodio (>99.5%) fueron obtenidos
de Sigma Chemical Company USA. Acetato de amonio (98%) fue obtenido de
BDH Laboratory Supplies RU. Acido clorhidrico (96%) e hidroxido de sodio (25%)
fueron obtenidos de Merck Alemania. Acetonitriio y metanol grado CLAE
obtenidos de Romil RU. Agua grado CLAE obtenida por sistema Mili-Q/osmosis
inversa de Milipore EUA.
b. Equipo y condiciones:
Un sistema de CALE Waters 2690 equipado con un detector de arreglo de diodos
996. De las columna evaluadas para este proceso (RP-C18, MS-C18 y Fenil) la
columna para CLAE Waters Xterra Phenil (150 mm x 2.1 mm, 5 [Im) fue la
seleccionada para el proceso. Para asegurar la maxima retencion de alcaloides las
condiciones cromatogréficas iniciales fueron de: acetonitrilo 10% y 90 % de agua
conteniendo 10 mM de acetato de amonio, el pH se ajusto a 10.5 con amonio (25%).
Después de la inyeccion inicial las condiciones cromatograficas son gradualmente
cambiadas a través de un gradiente linear hasta obtener un 80% de acetonitrilo y 20
% de la fase acuosa original en un lapso de 20 minutos, el flujo inicial se realiza
hasta que la columna se estabilice. El rango del flujo se mantiene en 0.2 mL/min.
c. Limites de deteccion y limite de cuantificacion:
El limite de deteccion (LDD) y el limite de cuantificacion (LDC) son mostrados en la

tabla siguiente.

Detector PDA (200-600 nm) ZMD (100-400 amu)
LOD scopolamine. 1 mg/mi 100 pg/mi



LOD atropine. 1 mg/mi 10 pg/ml
LOQ scopolamine. 10 mg/ml 1 ng/ml
LOQ atropine. 10 mg/ml 100 ng/mi

El LDD fue determinado experimentalmente y fue tomado como la concentracién que
podia producir una sefial del detector que pudiera ser distinguida de la linea basal
cuando menos tres veces. El LDC fue tomado como la concentracion necesaria para
producir una sefal del detector 10 veces mayor a la producida por el LDD. Los
pobres valores de de LDD y LDC presentados por el detector de arreglo de diodos
pueden ser adjudicados a las pobres propiedades cromatograficas de la atropina y la
escopolamina. Una curva de calibracion fue preparada con un rango de
concentracion de 100 a 10000 ng/mL. El coeficiente de determinacion fue 0.9987 y
fue obtenido usando un una curva de algoritmo de segundo orden (r=0:9987; r2=
0:9982).

Un liofilizado y pulverizado de material vegetal (200-500 mg) fue extraido
inicialmente con 25 mL y tres lavados mas de 20 mL con una solucion de
cloroformo-metanol-hidréxido de amonio concentrado (15:5:1, v/iv/v) en
sonificador a 27 T £ 2 T por lapsos de 10 minutos cada uno. Cada fraccion fue
filtrada en vacié con papel filtro. Se reunieron las fracciones y el total fue secado
sobre Na,SO4 (1.0 g) y evaporada a hasta sequedad por presion reducida a 50
.
d. Preparacion para extraccion en fase sélida:

Se Usaron columnas superlimpias LC-18 (500 mg, 3 mL) distribuidas por Supelco
Inc. USA. Las muestras fueron disueltas en 1.25 mL de metanol, disuelto con 3.75
mL de solucion amortiguadora de fosfatos 8.0 (0.053 x 30 mM/0.947 x 30 mM
KH,PO4/K,HPO,4, y homogenizadas por sonificacion. Después de una
centrifugacion a 6000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante fue cargado en una
microcolumna con fase estacionaria de octadecilo, activada previamente con
metanol (5 mL), seguido de agua bidestilada (5 mL) y solucién amortiguadora de
fosfatos 30 mM pH 8.0 (5 mL). El soporte es entonces, lavado con 2.5 mL de la

solucién metanol- 3 mM sol. Amortiguadora de fosfatos pH 8.0 (25:75, viv) y 2.5



mL de agua para remover la matriz. Cuando la solucion haya pasado a través de
la columna, se seca la columna con vacio aplicado en la salida de la columna. Los
alcaloides tropanicos son eludios con 1 mL de TFA al 2%, seguido de 7.5 mL de
metanol 0.2% en TFA-agua (98:2, v/v), con un flujo de 0.5 mL/min. Las muestras

fueron llevadas a un volumen final de 10 mL con metanol

e. Examenes de Recuperacion.

f.

d.1 solucion Estandar.
Se prepar6 una solucién estdndar conteniendo hiosciamina, escopolamina,
6[-hidroxihiosciamina y apoatropina (400 pg/mL de cada uno) en metanol. La
solucion fue disuelta cuatro veces en solucion amortiguadora de fosfatos (30
mM; pH 8.0); alicuotas de 5.0 mL fueron sometidas al proceso (c.). Para la
solucion estandar, la recuperacion fue calculada como el porcentaje de la
cantidad aplicada inicialmente en la fase estacionaria.

d.2 Muestras Fortificadas.
Seis muestras idénticas de extracto seco de raiz fueron preparadas
correspondientes cada una a 250 mg de material vegetal. 3 muestras fueron
disueltas en 1.25 mL de metanol y 3 mas fueron disueltas en 1.25 mL de la
solucion estandar, ambos grupos fueron disueltos en 3.73 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (30 mM; pH 8.0). Después de una homogenizacion
se someten a ambos grupos de muestras al procedimiento (c.). El indice de
recuperacion (R) fue calculado de la siguiente forma:

R= 100(Cencontrado - Ci nicial) / Cagregado
Eficiencia de la extraccion.

El acompletamiento de la extraccion fue determinado seis extracciones sucesivas
de raiz de D. innoxia (500 mg). Las cuatro primeras extracciones fueron obtenidas
siguiendo el protocolo descrito en el inciso (c.). Las dos extracciones sucesivas
fueron realizadas usando 20 mL de solvente por 10 minutos. Solo pequefas
cantidades de alcaloides fueron detectadas en el quinto extracto: 2.4% (£0.5%, n=
3) 6B-hidroxihiosciamina, 0.5% (+0.2%, n=3) de escopolamina y 1.2% (+0.2%
n=3) de hiosciamina. Apoatropina no detectada. Los resultados fueron

expresados como porcentajes del contenido de alcaloides medidos en la mezcla



de las cuatro primeras extracciones. No se detecto ningun analito en el sexto
extracto.

g. Condiciones del aparato.
Los analisis de CLAE fueron realizados en un sistema Surveyor (Termo Finnigan
USA) consistente en una bomba cuaternaria con degasificador de vacio
integrado. Un detector de Areglo de Foto-Diodos (AFD) y un muestreador. La
separacion se desarrollo en una columna Phenomenex Luna C,g de fase inversa
de 5 um (250 cm x 4.6 cm de D.l.), acoplada a una columna de seguridad C;s (8
mm x 3 mm de D.l.). La temperatura de la columna fue de 30 . El volumen de la
inyeccion, fue de 5 pL. la fase mdvil consistia de acetonitrilo-metanol-solucion
amortiguadora de fosfatos 30 mM KH,PO4-K;HPO, (815:185, g/g) pH 6.0
(12:7.9:80.1, v/vlv). La velocidad de flujo fue de 1.0 mL/min. Los picos fueron
identificados por adicion estandar y deteccion por arreglo de diodos.

h. solucion estandar.
Se prepar6 una solucion desandar conteniendo 20.0 mg de hiosciamina,
escopolamina y 6[-hidroxihiosciamina, ademas de 10 mg de apoatropina en
metanol, todo en un matraz volumétrico. De esta solucidn, se realizaron series de
diluciones a fin de lograr las concentraciones de 16, 40, 80, 120, 200 pg/mL de
hiosciamina, escopolamina y 6p-hidroxihiosciamina y de 4, 8, 20, 40, 60,
100ug/mL de apoatropina. En todas las diluciones, se utilizd Acido Trifluroacetico
(TFA) 0.1% en metanol, almacenadas a 4 C y llevada s a temperatura ambiente
antes de su uso.

I. Material vegetal.
Se utilizaron cultivos in vitro de D. Innoxia. Como medio de soporte se utilizo
medio solido libre de antibidticos MS; sepas de los cultivos para futuras
investigaciones en tropanos, fueron conservados en 40 mL de medio MS y
cultivadas en un matraz erlen meyer de 100 mLa 24 +1 C.

2. Resultados y discusién
j. Extraccién en Fase Sdlida:
Fuertes interferencias debido a la matriz de la muestra serian esperadas a

longitudes UV bajas (205-210 nm), por lo que el uso de una extraccion de fase
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sélida se vuelve imprescindible, mas aun cuando la extraccion con fase solida
retiene y protege a nuestra columna de los denominados mata-columna (column
killer). Sin embargo, el uso de una precolumna, produce un aumento notable en la
presion y por tanto el ruido en la grafica. En este caso se logré la disminucién del
ruido utilizando una microcolumna LC-18 y utilizando como solvente para las
muestras metanol- 30 mM solucion amortiguadora de fosfatos (25:75, v/v; pH 8.0).
Mediante el uso de diferentes pH, se aseguro la completa elusion de los alcaloides,
reflejandose eso en buenos recuperamientos y reproducibilidad en la fase soélida.
(Tabla 4y5).

Tabla 4

Monto de recuperacién de hiosciamina, escopolamina y 6B-hidroxihiosciamina y apoatropina,

obtenidas en columnas de octadecil usando estandar puros. (500 ug)

Compuesto Encontrado * + SD (ug) % de recuperacion.
Apoatropina 501 + 6.6 100.2
6B-hidroxihiosciamina 486 + 6.1 97.2
Escopolamina 488 +5.7 97.6
Hiosciamina 484 + 4.7 96.8

Condiciones de la extraccion en fase solida, seccién 1c.

? datos de seis analisis

Tabla 75

Monto de recuperacion de hiosciamina, escopolamina y 6B-hidroxihiosciamina y apoatropina,

obtenidas en columnas de octadecil usando muestras fortificadas de D. innoxia

Compuesto Cantidad iniciala ~ Agregado Encontrado * + % de

+ SD (ug) Hg SD (ug) recuperacion.
Apoatropina 36 +0.6 500 504 +£7.0 93.6
6B-hidroxihiosciamina 784 +£20.5 500 1272 +17.3 97.6
Escopolamina 549 + 8.2 500 1024 £14.2 95.0
Hiosciamina 1494 £ 13.9 500 1982 +18.9 97.6

Condiciones de la extraccién en fase solida, seccién 1c.

2 datos de seis andlisis

4. Optimizacion del Proceso.
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La separacion de alcaloides se llevo acabo en una columna Phenmenex Luna new-
generation (Cig), sin embargo la optimizacién del sistema se logro modificando
varios factores que se enlistan a continuacion.
a. Fase movil.
i.Selectividad del tipo de solvente: Se investigo en columnas Cgs usando como
eluyente mezclas de solventes organicos y 0.1% TFA en agua. El acetronitilo
brindo buena resolucion en los picos, sin embargo, el tiempo de separacién para
los cuatro picos era relativamente largo (23 min). Por otra parte el metanol
produce mala elusion en los picos de escopolamina y apoatropina. Es asi que
una separacioén completa de picos se logro utilizando una mezcla de acetonitrilo,
metanol y solucion amortiguadora de fosfatos 30 mM, pH 8.0 (10.5:7:8.25
viviv). El metanol agregado a la fase mévil, ayudo a refinar la posicion del pico
de la escopolamina y disminuir el tiempo de separacién (18.22 min).
ii.pH: La separacion de picos se logro ademas con la adicion de solucion
amortiguadora de acetato de amonio (50 mM) logrando un pH de 6.0. Esto
provoco cambio dramético en el tiempo de retencién de la escopolamina, pero
no afecto notablemente el tiempo de los otros alcaloides debido a sus diferentes
pKa (escopolamina 7.6, 6pB-hidroxihiosciamina ~8.9, hiosciamina 9.7 y
apoatropina ~10.0)
b. Selectividad del tipo de columna.
Cambiando el tipo de columna se demostré que la apoatropina y la 6[3-
hidroxihiosciamina eran mejor separadas en al columna Cis que en la Cg, por
tanto la columna utilizada para posteriores analisis fue la columna Cis. Se realizo
un ajuste en la fase movil mencionada en el inciso anterior (12:7.9:80.1 v/vlv,
acetonitrilo, metanol y solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.0) y se realizaron
de nuevo las pruebas en columnas Cig y en Cg. Los resultados obtenidos en la
Cs, muestran picos muy poco definidos en el caso de la apoatropina y la
hiosciamina; por otra parte los picos obtenidos con la misma fase movil en la
columna Cig fueron mucho mas definidos y se mejoro el tiempo de retencion de
cada alcaloide (apoatropina 9.15 min, 6pB-hidroxihiosciamina 10.6 min,

escopolamina 15.07 min y hiosciamina 18.56 min)

12



c. Aplicaciones.
En el caso de este proceso, una determinacion externa a 210 nm de los extractos
conteniendo hiosciamina, escopolamina, 6B-hidroxihiosciamina y apoatropina se
realizo para comparar contra los resultados obtenidos en este estudio,
obteniéndose resultados positivos.
Los limites absolutos de deteccion (LAD), fueron fijados en 0.3 ng para la tropina,

0.6 ng 6pB-hidroxihiosciamina y hiosciamina, y 0.8 ng para la escopolamina

5. Conclusiones del analista.

Un nuevo método de CLAE, usando fase movil libre de agentes idnicos y
trietanolamina es descrito para la determinacion simultdnea de hiosciamina,
escopolamina, 6-hidroxihiosciamina y apoatropina. Este método es simple y
sensible. Condiciones de operacion simplificadas y una selectividad probada en
particular sobre la escopolamina y 63-hidroxihiosciamina, hacen de este método mas

eficiente para el analisis de alcaloides tropanicos.

3.4.2 CG: Cromatografia de Gases.

La CG es otra de las técnicas utilizadas para la separacion y analisis de los
alcaloides, sin embargo, presenta varias limitantes como el hecho de que a altas
temperaturas los alcaloides se descomponen en los inyectores y migran hacia sus
bases libres. Este es un fendmeno altamente indeseable ya que los alcaloides
tropanicos no son muy volatiles y tienden a la descomposicién y deshidratacién a
altas temperaturas. En casos como la atropina, en donde tiende a deshidratarse a
apoatropina en funcién de la cantidad de fibra de vidrio y la temperatura del inyector,

los métodos de CG tienen que ser ajustados para evitar la degradacién del analito. ®
1. Se propone un método para el andlisis los alcaloides existentes en material

vegetal o en plasma sanguineo. ®

a. Extraccién de los Alcaloides.
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Un extracto acido acuoso se alcaliniza con carbonato d sodio o0 amonio a un pH de
10 a 12, para transferir los alcaloides a su forma de bases libres para una
extraccion con solventes organicos e insolubles en agua.

Como alternativa para la extraccion liquido liquido (ELL), se puede usar la
extraccion en fase solida (EFS), en este procedimiento un cartucho relleno con una
matriz retiene los compuestos lipofilicos mientras que los alcaloides son eluiodos
con metanol acidulado. A pesar de que la ELL es frecuentemente utilizada, es
tediosa comparada con la EFS, ya que en la primera hay una gran posibilidad de
perdida debido a hidrdlisis de los alcaloides o una insuficiente extraccion debido a
la solubilidad en agua. Otro problema son las saponinas existentes en el material
vegetal las cuales son dificiles de separar aun con agitaciones fuertes.

En el caso de utilizar una ELL, asegurarse de realizar el procedimiento de modo
rapido a fin de evitar la hidrélisis de los alcaloides.

b. Condiciones del Aparato.

Debido a las diferentes situaciones de andlisis que se pueden presentar, se
presentan cuatro secuencias de procedimiento posibles para el andlisis de los
alcaloides.

[. Columna 100% dimetil polisiloxano (ej. DB1), este tipo de columna es la méas
frecuentemente utilizada ya que la mayoria de los compuestos son retenidos
en funcion de su masa molecular.

[I.Columna 5% fenil polisiloxano, 95% metil polisiloxano (ej. DB5).

[lI.Columna 14% cianopropil fenil polisiloxano, 86% dimetil polisiloxano
(ej.DB1701).

IV.50% fenil polisiloxano, 50% dimetil polisiloxano (ej. DB17), esta columna es
particularmente Gtil en la separacion de Littorina e hiosciamina, que de otra
forma necesitarian una derivatisacion.

Largo de la columna: 15-20 m, recomendado 25-30 m.

Didametro interno: 0.32 0 0.25 mm.

Tamafio de poro: 0.1-0.5 um, recomendado 0.25 [/m.

c. Inyeccion y separacion.

I. Inyeccion fraccionada y con un radio 1:10-1:50.

14



[I.Para muestras muy diluidas; Inyeccion sin fraccionar por 10-30 seg, entonces
un radio grande (1:50:1-70) por algunos minutos para prevenir un
ensanchamiento de la sefial del solvente.

[ll.Para compuestos que tienden a la descomposicion o a ser retenidos en el
inyector, ajustar el vaporizador de temperatura programada.

Volumen de inyeccién: 0.5 2 um, independientemente del tipo de inyeccién.

Gas acarreador: nitrégeno (no si se usa NPD) o helio.

d. Detector. Limites de deteccion.

I.Si se utliza Deteccién de lonizacibn de Flama (DIF), 1 pum/mL para

hiosciamina, 100 pum/mL para higrina.

II. Si se utiliza Deteccion Fésforo Nitrogeno (DFN), 0.2 um/mL para tropinona, 5

pm/mL para tropina.

[ll.Usando CG-MS, 50 pg/mL para escopolamina.

IV. Si se usa DIF 3 um/mL de hiosciamina; con DFN 3 pm/mL, 1 um/mL de

tropinona, 10 pm/mL de tropina; CG-MS 200 pg/mL para escopolamina.

Tiempo de analisis: 15 min.

e. Conclusiones del Realizador.

Los métodos mencionados son los sistemas de eleccidon para los estudios de los
alcaloides tropanicos y sus metabolitos, ya que tienen como caracteristica principal
la baja absorcion UV.

Las ventajas del uso de la CG-MS es la alta sensibilidad para casi todos los
alcaloides tropanicos. Mas aun si existe una buena separacion gracias al uso de
columnas capilares de alta selectividad, lo que finalmente nos da certeza en los

analisis en un tiempo relativamente corto.
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Identificar la presencia de los alcaloides de mayor importancia, hiosciamina e
hioscina, en la planta del Toloache (Datura stramonium), usando una muestra de la
planta, preparada bajo un método propuesto y analizada mediante uno de los

sistemas mencionados en la literatura.



7. HIPOTESIS.
Al darle el tratamiento adecuado a la muestra de Toloache, realizando una extraccion

y empleando técnicas confiables de identificacion como el I.R. y GS/MS, se podra

determinar la presencia de los alcaloides hiosciamina y hioscina.



9. METODOLOGIA.

9.1 Obtencion de la Muestra.

Para el desarrollo de las pruebas se utilizO material vegetal fresco de Datura
stramonium comprado en el mercado de Sonora (Av. Fray Servando Teresa De Mier,
Colonia Merced Balbuena, C.P. 15810, Delegacion Venustiano Carranza). A fin de
obtener un método adecuado sé prob6 con varios sistemas de preparacion del
material vegetal, por lo que a continuacion se enlistan los dos sistemas utilizados
para la determinacion del contenido de alcaloides.

9.2 Preparacion de la Muestra.

a. Se separaron las hojas y los tallos se colocaron en periédico para absorber
el exceso de humedad; después de una noche de reposo, se secaron en un
horno convencional a una temperatura de 60 T hasta la sequedad total. Es
importante mencionar que las hojas se secaron en un lapso de aproximadamente
2 horas y media, mientras que los tallos tardaron mas de 6 horas en secarse, por
este motivo se opta por la utilizacién Unicamente de hojas y de estas solamente
las de tamafio mediano por su mayor contenido de alcaloides.®

b. En el segundo método propuesto, se utilizd un extractor de jugos para
extraer el liquido de los tallos jévenes de la planta®, obteniéndose asi un liquido

verde opaco de olor caracteristico.

9.3 Extraccién Y Purificacion.

a. Después de moler las hojas secas hasta un polvo fino, se dejo este polvo
remojado en una solucion de H,SO,4 al 0.5 N durante 24 h. Pasadas las mismas
se procedio a la separacion de la solucidn acida y de la materia sélida por método
de decantacion. Sé continuo con la alcalinizacion de la solucion con NaOH al 0.5
N hasta alcanzar un pH 10. Con el uso de un embudo de separacion se extrajo el
alcaloide con 3 lavados de 20 mL cada uno de cloroformo. Se procedié a una
filtracion simple con papel filtro de poro grueso convencional para separar el
exceso de grasa que es arrastrado con el cloroformo y obtener asi un extracto

cloroférmico claro y cristalino.



b. Se realiz6 una filtracion simple al liquido obtenido. Sé alcalinizé con una
solucion de NaOH al 0.5 N hasta alcanzar un pH 10. Con el uso de un embudo de
separacion se extrajo el alcaloide con 3 lavados de 20 mL cada uno de
cloroformo. Se procedié a una filtracion simple con papel filtro de poro grueso
convencional para separar el exceso de grasa que es arrastrado con el
cloroformo y obtener asi un extracto cloroférmico claro y cristalino.

9.4 Método de andlisis.

a. L.R.:Se utilizo un sistema de Infrarrojo de barrido estandar de 4000 a 450 nm.
La muestra fue concentrada y aplicada por técnica de pelicula en un portaobjetos
de Yoduro de Cesio; se realizo una lectura en un rango de 4000 a 450
nandémetros. Posterior a esto se realizo la comparacion del espectro con la
biblioteca virtual del aparato.

b. GS/MS: Para este método se disefio un programa de temperaturas:

Temp. i: 100 C Velocidad de calentamiento: 20 T/ min.
Temp. f: 280C Tiempo i: 2 min. Tiempo total: 18 min.
TP 250C Tiempo f: 4 min.

9.5 Observaciones sobre el proceso.

a. Este sistema fue propuesto inicialmente para el tratamiento de hojas y tallos.
Resulto efectivo para el secado de hojas, sin embargo tiene la seria desventaja
de la perdida de alcaloide debido a la degradacion por calor. Como se mencioné
anteriormente este sistema también nos impide el uso de tallos debido a su alto
contenido de agua, siendo esto un gran impedimento ya que otra fuente
importante de alcaloides son los tallos jévenes. En ambos casos el intento de
reducir la temperatura para aumentar el rendimiento nos enfrenta al problema de
un tiempo de secado excesivo. La caracteristica del alto contenido de agua en los
tallos es aprovechada en el segundo sistema propuesto.

b. En este sistema, de los tallos jovenes, se retira él liquido (el jugo) mediante
el uso de un extractor de jugos convencional, siendo evidente la primera ventaja,
ya que se puede eliminar la materia vegetal libre de liquidos de inmediato y

conservar un liquido con que contiene casi la totalidad de los alcaloides. Como



segunda ventaja de este método es la posibilidad de realizar una extraccion
liquido liquido el mismo dia en que se obtiene el jugo. Finalmente la ausencia de
calor para la preparacion de la muestra reduce notoriamente la merma de

alcaloides.



10.RESULTADOS.
10.1 Extracto vegetal.

Como ya se habia mencionado, el método de preparacion de muestra “b” del
apartado fue el utilizado. Los resultados de su uso fueron evidentemente superiores

a los obtenidos del método “a”, siendo los criterios de seleccidén observados:

Se obtuvo una muestra bastante translucida y cristalina, sin particulas
suspendidas, con poca o nada de grasa, y libre de impurezas observables.

- La velocidad de aplicacién del método es claramente superior.

« Reducido consumo de recursos.

Las muestras se encuentran conmucho mejor calidad y cantidad™>°® de

sustancias buscadas debido a que su tratamiento no incluyo calor, ni

sustancias de fuerte alcali o acidez y se redujo el numero de extracciones.

10.2 Lecturas en IR.

Mediante los métodos mencionados se obtuvieron los siguientes espectros
Infrarrojos de la muestra (Espectro 1). Asi como la comparacion contra su estandar
(Espectro 2). Ambos fueron aplicados como extracto cloroformico. En este caso se
corrio la muestra contra un estandar de atropina observandose una concordancia
entre ambos.

Picos de IR.1

3369.84 | 44.57 | 3062.46 | 52.30 | 3030.12 | 50.09 | 2926.61 3.15 2854.94 [ 15.93

1727.79 5.06 1649.86 | 76.50 | 1601.86 | 74.28 | 1583.87 | 79.67 | 1493.85| 60.07

1455.13 | 33.71 | 1377.59 | 30.68 | 1269.73 | 22.37 | 1221.65 | 31.79 | 1194.92 | 30.90

1169.77 | 20.91 | 1139.07 | 39.64 | 1117.24 | 50.73 | 1065.65 | 24.95 | 1033.92 12.3

973.63 64.14 921.40 81.85 895.14 90.88 855.55 81.78 834.28 92.84

810.19 79.84 767.14 64.99 733.23 53.34 699.89 39.83 664.37 81.88

58.53 89.62 535.32 80.01

Picos de IR.2 (Std vs. Mtra)

)

3404 3074 3054 3030 2990 2960 2920 2884 2860 2843

2800 2750 2704 2664 2620 2590 2554 2504 2460 1735

1600 1495 1475 1455 1430 1395 1380 1365 1350 1335

1025 1015 970 945 920 850 815 775 730 700




675 665 590 535 520 505 425

Tabla en donde se muestran los resultados obtenidos con I.R.

10.31 Lecturas en Masas.

Mediante el sistema de separacion y deteccion GS-MS obtuvieron los
siguientes espectros. En los espectros 3 y 4 se observan los primeros intentos de
lectura de la muestra, observandose en ambos un empalme de los picos principales
por lo que después de un par de ajustes en la velocidad de flujo de la muestra se
logra una separacion de los picos. Ya en el caso del espectro 5 se pueden observar
bien definidos los picos de tres sustancias de bastante abundancia en la muestra.
Los espectros 6 y 9 nos muestran el desglose del primer pico, con tiempos de
retencion de 7.904 y 7.944 min. Repectivamente, y a través de la espectroscopia de
Masas, se muestra en comparacion con su el estdndar designado por el sistema,
pudiéndose determinar que se trata de anhidroatropina o también conocida como
apoatropina. Los espectros 7 y 10 muestran el segundo pico con tiempo de retencion
de 8.896 y 8.984 min. respectivamente los cuales al ser comparados con la base de
datos muestra ser atropina. En el caso de los espectros 8 y 11, con tiempo de
retencion de 9.521 y 9.505 min, al ser comprados con la base de datos muestran ser

escopolamina.

En esté punto es de importancia mencionar que ningun espectro fue modificado
de alguna forma y que se obtuvieron digitalizando documentos originales, que debido

a su naturaleza confidencial, se les retiraron logos de la institucion.

Finalmente solo analisamos los espectros ya obtenidos y agregamos nombres a
los picos ya determinados, obteniendo asi el espectro 12. En el caso de los
Espectros 3 y 4 la espectroscopia de masas ha determinado y asignado el resultado
del andlisis obteniendo asi los Espectros 13 y 14, aungue nuevamente se aprecia

gue se mantienen los tiempos de retencion para los tres compuestos principales.
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Scan 929 (9.521 min): HILIATM.D
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Scan 732 (7.944 min): HILIATM.D
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Gance Scan 927 (9.505 min); HILIATM.D
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11. ANALISIS DE RESULTADOS.

Como se esperaba los resultados en cuanto al tipo de alcaloides tropanicos
existentes en la planta, concuerdan con los referidos por la literatura consultada,
siendo la atropina, escopolamina y apoatropina los mas abundantes tomando como
referencia la altitud de los picos en la espectrografia de masas. También se puede
observar la gran cantidad de otras sustancias existentes en la muestra las cuales
presumiblemente son alcaloides o sus precursores ya que a pesar de que los
procesos de extraccién son poco selectivos, el tipo de sustancias arrastradas en
cada paso tienen caracteristicas similares a los alcaloides buscados y para los

cuales se disefio el sistema.

Es de importancia mencionar que los ajustes tanto al sistema de extraccion
(liquido-liquido) como a los sistemas de separacion e identificacion (I.R. y GS-MS)
fueron fundamentales; esto se ve reflejado en los resultados de los primeros intentos,
donde no fueron los mejores; con esto no me refiero a que sean resultados
erroneos, sino que los resultados no son adecuados para una buena identificacion.
Asi también, el uso de un aparato de GS-MS el cual contara con una base de datos
interna nos facilito ampliamente la identificacion de cada pico ya que es obvio que

una muestra no indica o concluye nada si no hay un estandar contra que compararla.

La identificacion a través de Infrarrojo fue Gtil para una identificacion directa de
la atropina ya que como nos muestran los Espectros 3 y 4 la muestra y el estandar
son iguales en la mayoria del perfil obtenido. Cabe mencionar que hay un detalle que
puede causar duda y es debido a que la muestra presenta un pico a 3368.84,
mientras que el estdndar no. Esto nos plantea dos posibles situaciones, la primera es
gue se trata de un compuesto con caracteristicas moleculares muy similares a la
atropina pero que difiere en un grupo funcional, convirtiéendolo en una sustancia
diferente. La segunda opcion es que se trata de un compuesto con perfil similar a la
atropina el cual ingreso al analizador junto con la atropina, observandose asi un perfil

gue es la suma de ambos compuestos.



A pesar de estas interrogantes una consulta posterior aclaré que las bibliotecas
de reactivos son obtenidos de estandares de sustancias, sin embargo se llegan a
encontrar variaciones dependientes de la misma sustancia dado que la calidad de los
reactivo puede variar entre distribuidores o simplemente del sistema implementado
ya que a pesar de calibraciones periddicas, los aparatos utilizados reaccionan a
factores como la frecuencia de uso, tipo de reactivos utilizado y hasta la destreza y
pericia del analista. Es por lo tanto que el argumento mas aceptado es que se trata
del compuesto atropina.



12.CONCLUSION.

La planta del Toloache o Datura stramonium es una planta que se conoce en
México desde tiempos prehispanicos debido a sus caracteristicas soporiferas,
antisépticas y analgésicas y a pesar de que se uso fue milenario, la conquista redujo
ampliamente su uso, mientras que la entrada de la medicina moderna provoco su
total olvido debido a caracteristicas negativas como alta toxicidad y una clara

dificultad en la dosificacién debido a la variacién de alcaloides.

Sin embargo en la farmacéutica moderna su uso aun tiene lugar, ya que como
se mencion6 anteriormente en piases industrializados siguen cultivando la planta

para obtener de manera econdémica y factible los principales alcaloides de la planta.

Mas aun su uso no se limita a ala explotacién farmacéutica, sino que dadas sus
caracteristicas metabolicas es factible para la recuperacion de suelos sobre

explotados o muy calcéreos para la agricultura.

Considero que México reune todas las caracteristicas necesarias para el cultivo
y aprovechamiento rentable de esta planta, siendo nuestro clima y tipo de suelo
mucho més adecuados que los paises anteriormente mencionados. Esta situacion se
hace aun mas obvia si consideramos que las variedades mexicana contienen igual o

mas alcaloides que las variedades mundiales.

Es por tanto necesario la realizaciéon de un escrutinio a nivel pais para poder
obtener las sepas mas resistentes al clima, que requieran menos cuidado
(considerando que esta planta por si sola se las arregla) y mejor productoras de

alcaloides.



10.DISCUSION.

A pesar de lo facil que pareceria extraer un compuesto con caracteristicas tan
definidas y estudiadas, los procesos de extraccion realizados en esta tesis no fueron
logrados en el primer intento ni de una forma facil, sino que fueron el resultado de un

proceso de prueba y error.

Sin embargo estoy convencido que el sistema de extraccion propuesto, dada la
calidad del extracto cloroformico obtenido, es factible para su aplicacion como primer
paso para un proceso industrial, teniendo como obvias caracteristicas la eliminacion
de pasos y por tanto de reactivos, tiempo y dinero, siendo estos los mayores

atractivos. Este ssitema cumple con varios requisitos de la Quimica Verde.

Aungue el sistema de extraccion que al final se obtuvo fue el mas adecuado, no
esta libre de mejoras u observaciones. De manera personal considero mejorar este
sistema en un futuro lo siguiente:

- Uso de plantas de edad conocida: como se menciono en la bibliografia
las plantas viejas tienen un bajo contenido de alcaloides, mientras que
las muy jévenes aun no lo producen en una cantidad suficiente.

« Control de suelo de cultivo: los suelos calcareos o con alto contenido de
carbonatos mejoran en gran medida la produccion de alcaloides.

« Uso de plantas de una sepa conocida.

Finalmente solo quiero decir que considero que se han cumplido los objetivos
de esta tesis no solo corroborando lo descrito en la literatura, sino convirtiéndose la

misma en una base bibliografica y experimental para futuros trabajos en el tema.
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