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| INTRODUCCION

La Solanaceae es una lamilia moderadamente grande con aproximadaniente 80 géneros y 3000
especias {do las cuales mas de la mitad pertenocen al género Sofanum). Se distrubuye en todo el
mundo con el mayor numero de especles en las regiones froplcales o subtropicales y

especlalmente concentradas en e Nuevo Mundo, sobre todo en Sudamérica

La familla es notable por los alcaloldes tdxicos comunments encontrados tanfo on los drganas
vegetalivos como en los frulos. La nicotina (de Nicotiana tabacum) es muy venenosa, aunque su
adiccion a pequefias dosis diarias es comun a nivel mundial (Nee, 1993). La droga atropina
sa obtiene de la belladona (Atropa belladona), se usa como un antidoto para el envenenamiento
por foslatos orgdnicos de pesticidas y gas nenvioso. €} beleflo (Hycoscyamus niger). el toloache
(Datura stramonium), la yerba mora (Solanum niger) y la mandragora (Mandragora spp.)
también contienen alcaloides poderosos (Jones, 1987). Otros compuestos quimicos como los
glicoalcaloidas. son sujeto de investigacidn activa para usaros como precursores de hormonas

(Nes, 1983).

A su vez de esta famiiia se obtienen algunas de las plantas econémicamente més importantes a
nivel mundial, La papa (Solanum tuberosum) es un alimenlo basico, significante en diversas
partes del mundo: sin el jitomate (Lycopersicon escuientunr), ol tomate verde (Physalis spp.) y
los chiles (Capslcum spp.), 18 cocina mexicana sufriria una gran pérdida. E! nomero de plantas
omamentales tampoco es lInsignificante, enlre otras Pefunia, Solandra, Nlerembergla,

Salplglossis y Schizanthus.

El género Solanum es uno de los més grandes de las Angiospermas con mas de 1500 especies.
Es de distribucién mundial con la mayor concentracion do especiss en el trépico y subtrépico. Hay

muchas especies en Australia, Africa y Asia, pere América es mas rica en especies y diversidad



México es un centro secundario de diversidad en el mundo; hay aproximadamente 150 especies en

el pais.

Ef género es nolable por algunas plantas alimenticias importantes como la papa (S. tuberosum) y
diversas papas silveslres tales como S, bujbocastanum, S. domissum, S. lopatalum,
$. oxycarpum, S. morelliforme y S. verucosum Yy olras menores como la berenjena
(8. melongena). La mayorla de estas plantas producen tubéreulos y son indispensables para los
programas futuros da mejoramiento genético de la papa. porgue son resistentes a temperaturas
bajas, insectos, virus y hongos; la mitad de tas variedades de papa cultivadas en algunos palses de
Europa ahora contienen germoplasma de la papa silveslre mexicana S. demissum (Neo, 1993).

También en el género enconlramaos especies vanenosas o que aparecen como malazas.
OBJETIVOS

En esta lésis dentro de programa * Estudio de Ia Flora de Chiapas *, se hizo un analisis fitoquimico

de Solanum torvum, como una contribucién a dicho programa.
Objetivo genoral

Realizar un andlisis fitoquimico de la planta de Solanum torvum que incluya lo siguiente.

Objetivos particulares
¢ Anilisis de la distribucion de compuestos an hoja, tallo, raiz y flor.
o Determinacion de la presencia de metabolitos secundarios.
¢ Cuantificacion de alcaloides totales y glicoalcaloides.

o Separacion de compuestos del extracto hexdnico por cromatografia en columna.



IlANTECEDENTES

Descripeion boténica de la familia,

Las Solanaceas son hierbas, arbustos, arboles y algunas veces enredaderas, herbéceas o ledosas,
sus hojas son alternas simples sin estipulas; inflorescencias cimosas con flores actinomorfas
pentameras, ovario bilocular; el iruto es una baya o una cépsula; semillas varias 8 numerosas,

prisméticas a comprimidas y el endosperma camoso.
Acerca dol género.

Hierbas, arbustos o trepadoras, lefiosas o herbaceas, inermes o armados con espinas, glabros o
pubescentes con pelos simples. Hojas allernas solitarias, frecuentemente desiguales.
Inflorescencias en cimas simples, axilares, corola subrotada bianca. amarilla o purpura,
profundamente Jobada con abundante tejido entre los pétalos. Fruto una baya, globosa y carnosa,
ovolde o elipsoide, raramente seca y como una cdpsula cuando madura; semilas numerasas

comprimidas.
Antecedentes quimicos

Para ¢! género se ha reportado la presencia de alcaloldes en varias especies, ios estudios

fitoquimicos mas sobresalientes para el género Solanum son los siguientes.

En 8, avicularum se aislo solasonina y solasodina, en S. sodomaeum solasonina en frutos, en
S. xanthocarpum y S. auriculatum solasonina (Ronsch, 1966). En S. dulcamara solamarina, para
S. chacoensa cicloartenol y lanosterol, en S. pseudocapsicum solanidina, tomatidina vy
solanocapsina (Ripperger. 1971). En un estudio comparativo Lewis (1970) reporta para
S. aviculare, S, capsiforme, S. lacinatum, S. linearifolium, S. simile, S. symonily S. vescum la
presencia de solasonina y solamargina. A su vez Verbist (1977) registra la presencia de solasodina

y tomatidenol en S. nigrum



Para Solanum torvum se tiene registro de los siguientes compuestos.

Solasonina y clorogenina (Fayez, 1967), los glicoalcaloides jurubina, neoclorogenina y
paniculogenina (Schreiber, 1968), sisalagenona y torvogenina (Morales, 1870), solasodina,
torvegenina, neoclorogenina y corogenina (Doepke, 1975), triacantanol, 3-trilriacantanon, 4cido
tetralriacantanalco, sitosterol, stigmasterol, campesterol (Mahmood, 1883a), neosolaspigenina,
solaspigenina y neoclorogenina (Mahmood, 1983b). También Mahmood (1985) reporta varios

esplriostanos y derivados de hidrocarburos alifaticos y la saponina esteroldal nombrada torvonina A.

Maiti (1678) hace un esludio de alcaloides totales y la presencia de solasodina. comparando sus
rendimientos entre 31 especies de Solanum, incluyendo S. torvum, en Ia tabla 9 se muestran sus

resultados, asf coma la confrontacién de los registrados en el presente estudio.

A continuacién se detalla la estructura de 3 compuestos basicos en la reatizacién del presente
trabajo (solasodina, solamargina y solasonina), ya que sirvieron de marco de referencia y se

lograron elslar o determinar su presencia,

La solasodina se encuentra en forma de glicdsld6 en las plantas. E! glicosido esta compuesto por

una cadena de azucares unida al esteroide alcaloidal o aglicona.

CH3 N H
cH3 S CH3
)
CH3 I
H
HO

SOLASODINA



Le solamargina es un glicoalcaloide que presenta una triosa, formada por dos moléculas de
ramnosa y una de glucosa. siendo la aglicona la solasedina.

la-4 14
ramnosa glucosa o} solasodina
1a-2

ramnosa

SOLAMARGINA

La solasenina es una molécula formada por una solatriosa que presenta una molécula de glucosa,
una de galactosa y una de ramnosa, su aglicona es la solasodina (Galindo, 1986).

1$-3 1B

glucosa galactosa Q solasodina

la-2

ramnosa

SOLASONINA



It DESCRIPCION DE LA ESPECIE
UBICACION TAXONOMICA ( Cronquist, 1681)

Reino - Plantae
Divisién : Magnoliophyta
Clase . Magnoliopsida
Subclase * Asteridae
Orden - Solanales
Familia - Solanaceae
Género Solanum
Especie Solanum torvum Sw., Prodr. Veg. Ind. Occ. 47. 1788.

Sinonimia Sofanum nayanum Lundell, Contr. Univ. Michigan Herb. 8:85. 1942.

Nombres somunes’ . “berenjena” (Tabasco, Chiapas, Veracruz y Oaxaca), “sosa” (Chiapas),
*mana de ieén’ (Morelos), "ts'ay ooch” (Q. Roo). *y dzoioch” (Q. Rao), *ya shal tujkuium® (Chiapas),
*lavaplalns® (Oaxaca y Chiapas), lomatillo™ (Michoacan), en Veracruz su nombre lolonaco es

*lish tos chat®.

Usos : En la India una coccidn de los frulos se usa para aliviar la tos y es considerada de amplio
uso en casos de inflamacion de higado y bazo. La planta es diurélica y digestiva y las hojas son

usadas como un homeostatico en Camerun (Mahmood, 1983).

£n México su uso varia de acuerdo a la reglon, a veces sirve como lavaplatos en Oaxaca, ademas
de utilizarla en el tratamlento de hemorragias y espinillas, también se usa en el tralamiento de
mordedura de algunas viboras, su aplicacién es local, se considera su uso para atenuar la fiebre y
@l dolor de cabeza, en Chiapas se usa en heridas, realizando un dorado de hojas y aplicando

localmente; en Tabasco y Chiapas se cree que cura tumores cancerosos '

? Datos lomados d las fichas da colocta de ejemplares del Herbario dei Instituta do Biologia UNAM (MEXU)



Aplicaclones  Con el uso creciente de drogas eslesoidales para of tratamiento del asma,
desérdenes inflamatonios, tumores, desequilibrio de hormonas sexuales y como anticonceptivos
orales y el descubrmiento que fa solasodina puede ser facimente convertida a acetato de
16-dehidropregnenclona, una nta inlermedia en la sinlesis de drogas esteroidales y por

consiguiente util en la produccitn de dichas drogas (Maili, 1979).

Descrpeién botinica Arbustos de 1-2.5 m de afiura; ramas jovenes fomeniosas con pelos
estrellados porrectos, sdsiles o estipitados, glabrescentes, ramas fériiies inermes o con espinas
gruesas esparcidas, rectas o recurvadas de 1 cm de largo. Hojas en pares, la l4mina de las hojas
mayores ampliamente ovarla de 10-20 cm de largo, 6-15 cm de ancho, finamente pubescente en el
haz con pelos estrellados porrectos diminutos, mas !01|:entosa en los nervios principales, mas
densamente tomentosa en el envés con algunas espinas édcuiares hasta de 1 cm de largo en los
narvios principales, el dplce agudo o acuminado, la base asimétrica. redondeada a cuneada;
peciolo de 2.6-4 cm de largo & menudo armado con pelos aciculares. Infloresconzlas laterales,
exira-axilares simples o con 2-4 cimas racemosas, de 3-6 cm de largo; pedunculo ausente o hasta
de 2 cm de largo; céliz de 4-5 mm de largo; corola blanca 2.5 cm de ancho, finamenle tomentosa;
fllamentos de 1-1.5 mm de iargo; ovarlo glakro o con uias cuantas glandulas, el estilo de 10-12
mm de largo. Fruto una baya verde, globosa, de 1.2-1.4 cm de didmelro. semillas numerosas, de

2.5 mm de largo.

Distribucién En Asia (Malasia, China, Filipinas, India excepto en el rea desdrtica del oeste), en
Africa, América tropical (Gualemala hasla Panamé y pare norie de Sudamérica), en México se
localiza en la parte sur de Veracruz, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucalan, Q. Roo, Qaxaca,

Michoacan y Morelos.
Altltud : Generalmente desde el nivel del mar hasta los 250 m.
Vegetacién : Predominantemante selva alta perennifolia, secundaria.

Floraclén : Probablemenle todo el aflo.



Solanum torvum Sw.
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IV MATERIAL, METODOLOGIA Y RESULTADOS
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1.0 DIAGRAMA GENERAL DE LA METODOLOGIA
Colecta de Solanum torvum
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|
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2. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO

£l material se colecto a la altura del Km 20 de la cametera Tuxtia Gutidrez-Ocozocoaulla, Chiapas,

a un lado del camino, en febrero de 1891,

. J':‘
. TABASCO
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!
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'
e e - e o J
0 m C A OCO!OCO?UTLA
: o~
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’ \\1":‘- I
4 oA t
; i
' GUATEMALA
N
OCEANO
PACIFIcO 3
R 3

Mapa do la zona de colecta

Las plantas colectadas se secaron a temperalura ambiente, sin Separar sus partes
(tallo, holas, flor, y ralces).

Posteriormente se separaron las partes adreas de la plante da la sigulents monera.
« Las hojus, junto con las espinas se separaron menualmente, quedando el tallo.

» Los frutos se separaron de los pétalos.

1



PESO DEL MATERIAL

¢ Las hojas se pasaron junto con sus espinas y se pulverizaron en un moriero.
« Eltallo se pasd tres veces por el molino manual y una vez pulverizado se peso.
* Las flores se pulverizaron en mortero y se pesaron.

¢ Las ralces se pulverizaron en el molino manual anles de pesarias.

TABLA DE PESOS DEL MATERIAL COLECTADO

ORGANO CANTIOAD (g)

HOJA 5447

TALLO 80.1

Z 450

FLOR 48
Tabla 1

12



3. SONDEO FITOQUIMICO PRELIMINAR DE HOJA, TALLO, RAIZ Y FLOR

3.1 Extracciones hexinicas y matanélicas

Una vez pesado el matenal de colecla se consideraron las cantidades de cada parte anatémica
(hoja, tatlo, ralz, flor y fruto) para su estudio. La cantidad colectada de hoja, tallo, flores y ralces fue

suficienta,

Eleccion de disolventes

Para realizar las extracciones, los disoiventes usados fueron el hexano y el melanol. Se utilizaron
muestras de 10 g de cada parie de la planta, exceplo de las flores, en donde se usaron 4.8 g de
muestra por no contar con mds, Esta cantided se considerd a! calcular el rendimiento y al realizar
pruebas donde la concentracién era imporiante, se hicleron fos ajustes de proporcidn necesarios.
Priméro se realizd la extraccion hexanica de la siguiente manera: La muestra de 10 g 6s sometida a
reflujo durante 8 horas, el disolvente empleado es hexano, concluido el tiempa sa filtra. El filtrado
obtenldo se pasa a un matraz bola, se evapora el disolvente en un rotavapor y ! extracto se coloca
en un frasco previamenta tarado, la muestra vuelve a reflujarse por un tlempo igual y el extracto se
reune en el mismo frasco, este procedimiento se repite, completando asl tres periodos do reflujo.
colocando los extractos en el mismo frasco.

Para realizar la extraccién melantlica se usd la muestra extralda con hexano, se procedio ds la
misma manera y el liempo de reflujo fue el mismo, reuniendo los extractos en otro frasco

previamente larado.

13



DIAGRAMA GENERAL DE LAS EXTRACCIONES

MUESTRA
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3.2 Rendimiento de ios extractos

EXTRACTOS HEXANICOS
ORGANO | CANTIDAD DE | CANTIDAD DE | RENDIMIENTO (%)
MUESTRA (g) | EXTRACTO(g)
HOJA 10 0.2232 22
TALLO 10 0.0802 08
RAIZ 10 0.0354 04
FLOR 4.8 0.1646 34
Tabla 2
EXTRACTOS METANOLICOS
ORGANO | CANTIDAD DE | CANTIDADDE | RENDIMIENTO (%)
MUESTRA (g) | EXTRACTO (g)
HOJA 10 2.9060 29
TALLO 10 1.4338 14
RAlz 1o 1.4258 14
FLOR 48 0.9927 20.7
Tabia 3

16




3.3 Anilisis do la distribucién de compuestos en los drqanos

3.3.1 Perfiles cromatograficos.

Los perfiles cromatograficos se determinaron usando soluciones con conceniracion de § mg/ml de
cada uno de [os exiraclos.

Para su realizacién se utilizaron placas delgadas de gel de sllice MERCK-60 sin aclivar. El primer
revelado se hizo con luz ultraviolela, marcando las manchas observadas con linea punieada,
después se revelaron con sulfato cérico y se calentaron, las manchas evidentes por esle proceso
se marcaron con linea conlinua.

Los eluyentes usados para los extraclos hexanicos fueron hexano y acetato de etilo, se realizaron
pruebas con dferentes proporciones de éstos. A continuacion se presenta 13 proporcion mas

adecuada y su placa correspondiente.

0 0 0 0
0 0 0
00 .
Eluyente: Hexano-acetato de etilo 75:25 0O 0 0 O
Revelador; Sulfato cérico (linea continua)
luz uv (linea punteada), O
HT F R
H=hoja T=talle F=flor R=ralz

Para los extracto metandlicos se usaron como eluyentes acetato de elilo y metanol, se ensayd con
diferentes proporciones de éstos y la proporcidén mas adecuada, asi como st placa correspondiente

se exhiben abajo.

g @

Eluyente * - Metanol-2cetato de etllo 60 : 40

Revelador : Sulfato cérico (linea continua)
luz uv (linea puntoada).

H=hoja T=tallo F=fior R=ralz

16



3.4 Presencia de grupos de metabolitos secundarios

3 4.1 Pruebas cromogénicas y de precipitacion

Un andlisis quimico de tipo cualitativo pata conocer los grupos de compuesios, que contiene cada
muesira, es el de las pruebas cromogénicas y de precipitacion (Dominguez, 1979);

la descripcidn de la melodologia empleada es la sigulenis.

1. Se pesaron 50 mg de cada muestra (hoje, tallo, flor y ralz), de ambos extractos, en tolal 8.

2. Cada muestra se colocd en un tubo de ensaye y se les agregd 10 mi del disoivente con el que
fue exlraldo, resullando una concentracién de § mg/ml, Incluso e! extracto hexanico de ralz

quedd a la misma concentracitn, ya que sdlo se le agregaron 7 ml de dlsolvente.

3. Luego de preparar las soluclones, se valord si eran viablos para realizar las pruebas, esto es, si
ol color que presentaban no enmascararia e alguno de los colores esperados en las pruabas, o
blen, sl por ser tan ascuras no s observarta algun viraja o precipitacién causado por las proplas
pruebas. Se encontré que habia 3 soluciones que presentarian incertidumbre en este enlisis,

dichas soluciones fueron ambos exiraclos da hoja y el extracto hexénico de lallo.

4, A las soluciones mencionadas en el paso anterior se les decolord de la siguiente manera
Se agregd una pequafia cantidsd de carbdn activado, luego se calentaron en bafio de vapor,
lievando a ebuflicidn durante 5 minutos. Una vez que el carbén activado adsorbié pigmentos y la

solucién sa dacolord, se filrd al vacio para separar el carbon,
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5. Las pruebas para las soluciones hexanicas son las siguientes:

PRUEBA DE LIEBERMANN - BURCHARD FARA TERPENOS Y ESTEROIDES

PRUEBA DE SHINODA PARA FLAVONOIDES

6. Pruebas realizadas a las soluciones metantlicas:
PRUEBA DE LIEBERMANN - BURCHARD PARA TERPENOS Y ESTEROIDES
PRUEBA DE SHINDDA PARA FLAVONDIDES
PRUEBA DE ALCALOIDES CON EL REACTIVD DE DRAGENDORFF .
PRUEBA DE ALCALOIDES CON EL REACTIVO DEL ACIDO SILICOTUNGSTICO
PRUEBA DE SAPDONINAS ( PRUEBA DE ESPUMA )

PRUEBA DE MOLISCH PARA GLICOSIDOS.
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3.4.2 RESULTADOS DE LA PRUEBAS

EXTRACTOS HEXANICOS

MUESTRA  TERPENOS - ESTEROIDES FLAVONOIDES

REACTIVO REACTIVO
LIEBERMANN - BURCHARD SHINODA
HOJA +++ VERDE ++ VERDE
TALLO ++ VERDE .
FLOR + VERDE .
Ralz ++ VERDE .
Tabla 4
EXTRACTOS METANOLICOS

MUESTRA TERP.-EST. FLAVONOIDES AL CAL OIDE S SAPONINAS GLICOSIDOS
REACTIVO  REACTIVO  REACTIVO REACTIVO  PRUEBA PRUEBA DE

LIEB-BUR.  SHINODA  DRAGEND.  SILICOT. CON MOUISCH
ESPUMA
HOJA |- ++ ROSA + - + +
TALLO |+ ROSA |+  VERDE . N N -+
FLOR |+ ROSA |+++ ROSA L + . + ++
RAIZ [+ ROSA |- ¥+ ++ 4+
Tabla
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4. CONTENIDO TOTAL DE ALCALOIDES E IDENTIFICACION DE
SOLASODINA

4.1 Detenminacién del contenldo total de alcaloldes

Para calcular el contenido total de alcaloides y la presencia de solasadina en las hojas se procedid
segun |a metodologia reporiada por Maili (1978) y explicada a continuacidn.

Se pulverizaron 5 g de hojas. y se exirajeron a reflujo con elanol (100 mi) duranie 10 minulos, se
filtrd y al filtrado se le agregaron 20 mi de acido clorhidrico. Esta muestra se reflujé durante 2 horas,
luego se agrego agua v / v y el alcohol se eiiminé por destilacion en el rotavapor. La solucion acida
s@ extrajo con éter por 3 veces para separar los constiluyentes no alcalbidicos. La fase acuosa se
alcalinizé lentamente con hidroxido de amonlo concentrado hasta obtener un pH = 9. A esta
solucién se le realizd otra extraccion con éter por tres veces, desechando la fase acuosa, A la
solucion etérea se le agregé sulfato de sodio anhidro con el objeto de efiminar el agua residual de!
proceso anterior. El éter se eliminé por evaporacion y el residuo se pest para determinar su
rendimianto.

Aqul se presenta dicho rendimiento:

MUESTRA EXTRACTO RENDIMIENTO
5q 1 5.8 ing | 012 % ]
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4.2 Identificacion de solasodina

Con el exiracto obtenido conteniendo una mezcla de alcaloides, so realizd una placa
cromalografica. Para la aplicacidn se disoivié el extracto en cloroformo (1.1 mi), obteniendo una
concentracidn de 5§ mg/ml, el eluyents usado fue cloroformo-melanol 855, se reveld con luz
ultraviolata y Ias manchas observadas asi, se marcaron con linea punteads, luego se rocié con
revelador de resorcinol (10 mg) en 50 ml de una mezcla de dcido acético glacial y Acido sulfurico
(1.1, vh), calentando la placa, la solasocdina se observd como una mancha rosa con
Rf =2.3 (Stah!, 1965), qua vira paulatinamente al azul y se marcd con iinea continua.

La placa obtenida por este procedimlento es la siguients.

Eluyente : Cloroformo-metanoi 85:5

Revelador : Resorcinol

solasodina

-

(@000
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5. CUANTIFICACION DE GLICOALCALOIDES

5.1 Diagrama metodoldgico

I HOJAS l

Extraccién
metandlica
EXTRACTO METANOLICO
Reflujar 10 miny
Evaporar a
sequedad
EXTRACTO METANOLICO
SECO
+ Bmide AcOHal 5%
SOLUCION ACIDA
éler
FASE =TEREA FASE ACU SA
+NH,OH pH =9
FASE ACUOSA
reposo 3 0* C
48 horas
FASE ACUOSA
extraccién con CHCly
EXTRACTO CLOROFORMICO FASE ACUOSA
secar y evaporar
EXTRACTO DE GLICOALCALOIDES
120.7 mg
+18 ml de Etanol
SOLUCION DE GLICOALCALOIDES
18 mi
ml 19mi
+ reacth]o dae coloracion CROMATOGRAFIA Ei‘l PLACA PREPARATIVA
LEER A 574 nm OBTENCION DE UNA MEZC![\ DE SOLASONINA Y SOLAMARGINA
7.6 mg

[CUANHFIC/\CION DE GLICOALCALOIDES I I PREPARACION DE UNA CURVA PATRON DE GLICOALCALOIDES
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§.2 Extraccidn de glicoalcaloides segiin Lewls

Para la extraccion de glicoalcaloides. se modificd la metodologia reportada por Lewis (1970).

Se pesaron 10 g de hojas y se maceraron con metano! (30 ml) en un mortero. El extracto se fillré y
se colocd en un malraz, esle procaso se repilid 2 veces mas rauniendo los extractos en el mismo
matraz. El residuo se lavé con melanol caliente y éste se incorporé al extracto reunido. La solucién
melandlica se someli6é a reflujo durante 10 minutos. El metano! sa evaporé en el rotavapor y el
extraclo se llavd a sequedad. Une vez seco el extraclo se redisolvié usando 8 mi de AcOH al 5 %
Luego se extrajo con éler por 6 veces, 20 mi por vez. La fase acuosa se alcalinizd lentamante con
NH.OH hasta pH = 9. después se relrigar6 durante 2 dlss. A esta fase se le realizd una extraccién
cloroférmica viv , una vez extralda, la solucion cloroférmica se sometié a un proceso de secedo con
sulfato de sodio anhidro. El cloroformo se evapord en el rolavapor a temperatura minima. Una vez

seco el extracto se peso.

El resuliado es el siguiente;

MUESTRA EXTRACTO RENDIMIENTO
| 10g 120.7 m 1.2 %

Una vez pesado el extracto sa redisolvié en elanol (18 ml).
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5.3 Doterminacidn de la presencia de solagsonina y solamargina

Se hicieron placas cromatogrdficas para determinar la presencia de solamargina y solasonina.
Teniendo la muestra en solucién etandlica, se aplicd en placas delgadas de gel de silice usando
como eluyente el sistema Bulanal-dietiamina-metano! (85:10:2). Las placas se revelaron con 2
ullraviolela. marcandolas con linea punteada. fuego se revelaron con revelador de resorcino!
observando el color de tas manchas (rosa) y marcandolas con linea continua. Se calcutd su Rf

(solasonina = 2.8 y solamargina = 4), que estuvo de acuerdo con fo reportado por Lewts (1970).

La placa se muesira a conlinuacion.

Eluyente . Butanol-dietilamina-metanol 85:10:2

Revelador : Resorcliol {linea continua), luz uv (linea punteada)

Solasonina

Solamargina ————)
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5.4 Sepanacién de glicoalcaioides

Habiendo detectado la presencia de solasodina y solamargina en la solucidn de glicoalcaloides, so
procedid a aislar ambos compuestos, con la finalidad de que sirvieran de referencia para hacer una
curva patron y a través de ésta conocer la canlidad de glicoalcaloldes presentes en hoja.

Se partiv de los 15 ml restantes do la solucion elantlica de glicoalcaloides (100 mg). ésta se
distribuyé a partes iguales sobre dos placas gruasas de gel de sllice (2 mm), dejando un punto de
aplicacién de! lade izquierdo de cada placa, e! extracto se aplicé en bandas a 2 cm de la base,
luego sa eluyeron en el sistema: Butanol-dietifamina-metanol 85:10:2,

Los puntos del lado izquierdo de ambas placas se revelaron cubriendo el resto con placas de vidrio,
usando revelador de resorcinol, luego se determind la altura de las distintas manchas, para marcar

las 3 bandas interés.

I} I——1is
N | I

placa 1 placa 2

Las bandas de cada placa se rasparon por scparado. se colocaron en un matraz (6 en total), y se
extrajeron con acelato de etilo, usando agitacién magnética duranie 30 minutos, 3 veces por
banda, y fiitrando al vaclo por separado. Se toméd una alicuota de cada matraz (5 ml), se concentré
en el bafo de vapor hasta 1 ml, y se aplicd en una placa cromatografica; el eluyente usado fue

butanol-dietilamina-metanol  85:10:2 y el revelador resorcinol. Esta placa se corrid para localizar

los 2 alcaloides buscados.
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Los exiractos so reunigron en parejas en matraces de 250 ml asl :1y4. 2y5 y 3y6 ya que dichas
bandas se correspondian en altura y sa consideran iguales.
L.as soluciones se evaporaron y se pesaron, obteniendo los siguientes dalos.

BANDAS PESO (mg)

1y4 1.3

2y5 3.0

3y6 46
Tabla 6

L.a placa mostré la presencia da los glicoalcaloides en las bandas: 2.5 y 3-6 Debido a la poce
cantidad obtenida de cada uno, sus exiractos se reunieron dando un peso total de 7.6 mg, los que
se emplearon para la curva patrén.

5.5 Preparaclén de ia curva patrén de glicoalcaloides
Para realizar la curva patrén de glicoalcaloides se hizo lo siguiente:
Los 7.6 mg oblenidos en el procedimiento anterior se disolvieron en 5§ ml de una solucidn de H,PO,
(88%, 3 ml) y HCOOH (0.5 %, 1.5 mi), tenfendo una concentracién de 1.52 mg/ml.
Se marcaron § tubos para espectrofotémelro con nimaros del 1 al 5. En el tubo 1 se colocs la
solucién original v en los siguientes se fueron colocando diluciones sucesivas al 50 %,
posteriormenle se calentaron los tubos a 50 °C durante 15 minutos para desamoliar color y se
hicieron las lecturas en el especirofotdmetro a 574 nm.

La tabla siguiente muastra las concentraciones de cada tubo y las absorbancias.

Concentracién
Tubo mg/mi Absorbancta
1 1.52 0.22
2 0.78 0.135
3 0.38 0.07
4 0.19 0.02
5 0.095 0.01
Tabla7

Los datos de concentracidn y densldad dplica (absorbancia), se graficaron y se hizo el ajuste de la
recta por regresion lineal (grafica No. 1).



Gréafica 1
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Concentracién (mg/mi)
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5.6 Medlicion espectrofotométrica de glicoalcaloides presentss en el extracto alcaldidico
original

Después de obtener la muestra de alcaloides de referencia y !a curva patron de glicoalcaloides, el
siguiente paso fue partir de !a misma solucién etandlica, de 18 mi conlenisndo 120.7 mg de
glicoslcaloides de la cual 15 ml se utilizaron para la placa preparativa, y con los 3 mi restantes
(20.1 mg) se hlzo lo siguiente,

La solucién se mezcld con H:PQO, (88%, 3 mi) y HCOOH (0.5%, 1.5 ml), calentando a §0°C
(15 min). Como la solucién se enconlraba turbia se filtrd, y luego se layé en el espectrofolémetro a

574 nm, con el resultado siguiente.

absorbancia : 0.13

Esta absorbancia, por Inlerpolacion en la curva palrdn, cofresponde a una concenlracion de
glicolacaloides de 0.85 mg/ml, como lo muestra la grafica No. 1.

Esta concentracion refleja.

Primero, que en el extracto de glicoalcaloides éstos representan el 12.7 % de su peso

{en lasolucion de 18 ml (120.7 mg) es de 15.3 mg (0.85 mg X 18 ml)}.

Segundo, que el porcentaje relacionado a pesu seco de 13 hoja es:

peso de la hoja peso de rendimiento
glicoalcaloldes o
10 g 0.0153 g 0.163 %
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6. SEPARACION Y DETERMINACION DE COMPUESTOS DEL EXTRACTO
HEXANICO DE HOJA

Con el propdsito de realizar una separacién cromatografica en columna del exiracto de hojas, s»

hizo lo siguiente.

6.1 Diagrama metodol6glco para la separacién de compuestos

HOJAS
400 g

EXTRAGTO HEXANICO
11g

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
FRACCIONES :
| ' | |
¢
B E K H
HIDROCARBURO CERA j- SITOSTEROL LUREOL

Oeterminacion del punto de tusion

infrarrojo
rgsonancia magnética proldnica
espectremetna de masas pori e

cromatografia en placa fina contra patron

STH WSS MO
o RO L MauinTEs



6.2_Extracclén hexénlca

Se pesaron 400 g de hojas, molidas en mortero. Esta muestra se extrajo con hexano en un matraz
bola de 5 1, sometiéndola a reflujo por 8 horas, 3 veces. E! disolvente se eliminé y el obtenido se

paso.

La cantidad de extracto, asi como su rendimiento se muestran en esta tabla:

MUESTRA EXTRACTO _ RENDIMIENTO
400 111 [ 28% |

6.3 Separacién cromatogrifica de compuestos

Se cromatografiaron § g del extracto hexdnico de hojas. Se fijé una columna (90 cm de largo y
4.8 cm de didmelro) en un soporte universal; en la base de la columna se colocd un disco de
algoddn, a menera de filtro y soporte, sobre 8l algodon se colotd una capa de arena. Sobre este
sistema de soporte y filtracién se agregd una papilla de gel de silice (400 g , activado a
110 °C, una hora), formada con hexano. Se espery a que se sedimentara la silice y una vez
empacada se agregd un poco de arena (0.3 cm). La allura de la columna fue de 58.5 cm.

Sobre la arena se agregd el extracto disuello en hexano. Desde este momento, por goleo

constante, se empezaron a colectar fracciones de 50 mi, en matraces Erlenmeyer.
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Se colectaron 367 fracciones, los eluyentes usados fueron hexano y acetato de elilo, en distinlas
proporciones de éstos, comenzando con hexano 100 % y aumentando {a proporcién de acetato de
elilo, de lal manera que las ultimas [racciones se colectaron agregando acetalo de etilo 100 %.

El tratamiento que se fe dio a las fracciones fue ei siguiente: Una vez colectada fa fraccitn se
trasvasaba de! matraz Erlenmeyer a un matraz bola, luego se evaporaba el disolvente en el
rotavapor hasla tener un volumen pequeito y se pasaba a un frasco de 5 ml el cual se tapaba y se

marcaba con el nlmero de 1a fraccién comespondenta.

El conltrol de las [racciones se hizo mediante cromatografia en placa delgada, con la finalidad de
reunir fas similares en grupos. Se cormrieron 20 placas de § x § ¢m, aplicando en cada una 9
fracclones de las lubos con nimero impar. Se empled como eluyente el hexano o hexano-acelalo
de elilo en distintas proporciones, El revelado se ilevd a cabo primero con fuz ultra violeta y
posteriormente con sulfato cérico, 1as manchas se marcaron de manera convencional. En seguida
se procedio a dividir ias 367 fracciones en grupos de alfinidad, reuniendo aquellas que tuvieron
placa de control igual. Se formaron asf 20 fracciones. las cuales se rotularon con lelras dela A a la
T

La tabla 9 resume lo anterior
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1alt

Hexano

Transparente

12220

Blanco, parafina

2y 22

Blanco

[edi--1b 3

23a 45

468 63

Hex-Acetato 85 : 5

Amarillo

54y 55

55a77

W

Cera amarilla: p.f. :57-60"

78 a 80

Anaranjado

mmi ~-O

By 62

83

Anaranjado, precipitado

84489

Anaranjado

90 a 109

Amarillo

110a 118

Hex-Acetato 80:10

120 a 122

123

124y 125

126y 127

1268 a 130

Verde

1318138

Hex-Acelato 85:15

139y 140

141

142 @ 148

Amarillo

150 & 159

160 8 163

164 a 167

168 2 176

176 a 181

N |onjw|omfwini~lviaololalofoialis]aio]ebofowino]alwla

182 2 188

187 a 211

Hex-Acetato 75:26

2128217

218 a 224

225

2282238

38 & 256

+Hex-Acetato 85:35

57 & 2668

Hex-Acetato §5:45

Amanilo-verdoso
r

287 2 269

2708274

Hex-Acetato 45:55

275 a 284

win

285

208 a 288

200 y 287

292 a 294

O}vl -jolz} |E|rixici—]xT

295

Hex-Acetato 35.65

206 a 208

200 8 314

315 a 321

323 2333

Hex-Acetato 25:75

334 8 362

Hex-Acetalo 15:85

353 a 355

Acetalo de elilo

356 a 3687

—afrafrofnsfafafrolrairjwlin

Tabla 9 Caracterlsticas de las fracciones.
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6.4 identificaclén da los compuestos B, Hy K

Las fracciones B. Hy K mostraron una sola mancha en ta placa de conlrol, por {o que se procedid
a su caracterizacién A la fraccion B se le realizaron los siguientes anélisis espectroscopicos:

» Espectrometrla de masas por impacto electronico.

¢ Resonancia magnética proténica.

¢ [nfrarrojo.

Las fracclones H y K sg eluyeron con hexano-acetato da etilo 80:20 [o quae hizo suponer que fugron
los terpenos o esteroides mas comunes por [o que se corrieron en placa con fi-sitosterol y Lupeol,
como marcadores. Eflectivamente se observé una clara comespondencia entre la muestra K y el -

sitosterol, asl como una carrelacién entre el Lupeol y la muestra H. La evidencia de ésto se muastra

a continuacion,

Eluyente : Hexano-acetato do ettlo 80:20

: Sulf (
Reveiador : Sulfato cérico KR

f:p-sitostarol, K: muestra K, H: muestra H . L : lupeol

33



V DISCUSION DE RESULTADOS

PERFILES CROMATOGRAFICOS

El anélisis de los perfiles cromalogrdficos de las distintas partes de la planta tuvo por objelo ver [a
distribucién de los compuaslos en éstas.

Los perfiles del extracto hexanico muestran similitud en tallo, flor y ralz, en tanto que en hoja se
encuentran 3 manchas en la zona de mayor polaridad.

Del extracto metandiico los peifiles de hoja y flor fueron similares, los de tallo y ralz resullaron
diferentes.

GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Las pruebas para melabolites secundarios del extracto hexdnico fueron positivas r.ara terpenos y
esteroides en todos los érganos analizados; para jos flavonoides, solamente en hoja (tabla 4).

Para ol extracto metandlico se determinaron 5 grupos (labla 6). No se encontraron terpenos en
hoja, el taflo no presenté ni alcaloides ni saponinas, en la flor se encontraron los 5 grupos de
metabolitos secundarios y en la raiz estuvieron ausentes: flavonoides y saponinas.

CONTENIDO TOTAL DE ALCALOIDES

Para la canlidad de alcaioides, por ser un andiisis comparado con los resultados obtenidos en
plantas de otras regiones, sa eligié la hoja, que es el drgano sobre el que trabajo Maiti (1979). Se
determiné el contenido tolal de alcaloides y el de glicoaicsloides, para los aicaloides totales se
siguié la técnica de Maiti (1878) y se obtuvo un rendimiento de 0.12 %, este valor se comparé con
los datos reportados por el autor y que incluyen 31 especies de Solanum, ei valor reporatdo para
Solanum torvum concuerda con el obtenido en este trabajo asi como la presencia de solasodina
(tabla 10).

Para la determinacién de glicoalcaloides, se siguid el método espectrofotdmetrico de
Lewis (1970), para !a obtencidn de le curva palrén se hizo una separacién en placa preparativa de
la solasonina y de la solamargina, las cuales se usaron como patrén de referencia. La cantidad de
glicoalcaloides que tuvo la hoja fue de 0.153 %.
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SEPARACION DE COMPUESTOS POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

El ultimo estudio que se hizo de la espacie fue el del exiracto hexénico de hoja, para separar
algunos de sus compueslos por cromalografia en columna, de esta forma so obluvo de las
primeras fracciones un hidrocarburo (fraccién B), el cual se caractenzd por sus especlios infrarrojo,
RMP. y especlro de masas, las cuales mostraron fas seftales caracteristicas de esle lipo de

compuestos.

I.R. Bandas en 3019, 2026 y 2854, correspondients a vibraciones Carbono - Hidrégeno.
R. 1. P. Sefai de metilos a 0.9 ppm y sefial de melilenos a 1.35 ppm.

Espectro de masas lon molecular 464, fragmentacion caracieristica de cadena de metilenos.

Estos datos espaciroscdpicos indican que se trata de un hidrocarburo con 33 atomos de Carbono.

En las fraccionas eluldas con una mezcla: Hexano-acetalo do atilo 8:2, se obluvieron 2 compuestos
puros H y K (tabla 8). la polaridad de la mezcla hizo pensar que podrian ser algunos de los
esleroides o lerpenos mas comunes, por fo que se corrié una placa con fi-silosterol y lupeol. como
raferencias. El compuesto H se correspondid con el fi-sitosterol y el compuesto K con el lupeal, por
lo que eslas fracciones quedaron idenlificadas como correspondientes a estos dos compueslos.
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TABLA COMPARAT{VA DEL CONTENIDO TOTAL DE ALCALOIDES Y LA PRESENCIA Dt
SOLASODINA, CON ESPECIES DE Solanum DE LA INDIA,

Especis Frulos Holas
1. |S. aculeatissimum | 0.14(-) | 026(-)
2 |S. arundo 047(-) cero
3 | S. auriculatum 260(+) ] 031(+)
4 | S. capsicoides Traz.(-)}| 1.88(-)
5 18, clavatum 092(-) | 185(-)
8 |S. denticulatum 052(-)1 031(-)
7 _|S. eleagnifolium 3.40(+)| 018(+)
8 |8 ferrox 0.30(-) | 043(-)
3 |8, glganteum 038(-) ] 1.82(+)
10. [S.glacum | cero 0.29(-)
11. | S. grandifiorum “cero | 025(-)
12. | S. hispldum Traz. (-)| Traz. (-)
13. | S. Incanum 1.05(-) ] 096(-)
14, |S. Indicum 0.20(+)] 020(+)
15. | S. Integrifolium cerg cero
16. |S. sminoldes Traz.(+) | 1.10(+)
17. | S. khaslanum 6.10(+)| 089(+)
18. 1 S. kurl cero 0.22(-)
19. | S. macranthum cero 0.25(-)
20. |S.nfgrum  10.10(+)] 0.43(+)
21, | S. pubescens 055(+)| 089(+)
22. | S. robustum_ 1.68(-) | 094(-)
23. | S. seaforthianum_ | 2.06(-) | 0.87(-)
24. | S. sisymbrifolium cero 015(-)
25. | S, spiraie cero 1.29( -
26. | S. surattense 021(+)] 0.71(+)
27. | 8. torvum 014(+)| 012(+)
28. | S. trlobatum 095(+) 0.36(+)
29. | S. vagum 1 1.38(-) ] 241¢(-
30. |S. verbascifolium 1038(+)[ 036(+)
31. | S. wendlandil 0.30(-) | sin exam.

[ ¢ 1S torvum Tsinexam.] 0.12(+) |

* especle mexicana

Tabla 10. Se representa el contenido lotal de alcaloides (%) en frutos y hojas, seguido de un
parénlesis que indica la presencia o ausencia de solasodina.
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VI CONCLUSIONES

PERFILES CROMATOGRAFICOS DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y METANOLICQ
Se enconlrd una distribucion semejante para lallo, flor y raiz y diferente para hoja.
GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS
La distribucion de estos grupos fue diferente en todos los 6rganos.
ANALISIS DE ALCALOIDES

Los alcaloides lotales encontrados en la hoja, tuvieron un porcentaje igual (0.12 %) al reportado por
Maiti (1979).

Et valor encontrado para los glicoalcaloides representd un rendimiento de 0.153 %, cafculado para
solasonina mds solamargina, en una evaluacién espectrofotométrica.
OBTENCION DE COMPUESTOS DEL EXTRACTO HEXANICO
De este extracto se oblienen 3 compuestos puros gue se caracterizan como:
a) Hidrocarburo con 33 dtomos da Carbono.
b)j-sitosterol.

¢) Lupeol.
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